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Das Breast Cancer Resistance Protein (BCRP/ABCG2) ist ein Effluxtransporter und gehört zur 
G-Subfamilie der ATP-binding cassette (ABC) Transporter. BCRP wurde 1998 erstmalig in 
einer humanen Brustkrebszelllinie identifiziert (DOYLE et al. 1998). Diese MCF-7/AdrVp 
Zelllinie zeigte in vitro eine Resistenz gegenüber Chemotherapeutika, woraus sich auch der 
Name dieses Transportproteins ableitete.  
 
In den folgenden Jahren konnte gezeigt werden, dass BCRP nicht nur in Krebszellen, sondern 
auch in vielen normalen Geweben, wie z.B. Dünndarm, Kolon, Leber, Plazenta und in der 
Milchdrüse exprimiert wird (MALIEPAARD et al. 2001, JONKER et al. 2005). Es wurde 
angenommen, dass BCRP bestimmte Gewebe durch aktiven Transport vor Xenobiotika schützt 
und dieser Effluxtransporter auch die orale Bioverfügbarkeit von Xenobiotika herabsetzt (VAN 
HERWAARDEN et al. 2006). Andererseits könnte BCRP aber auch zur Anreicherung von 
Xenobiotika in bestimmten Kompartimenten führen und so insgesamt maßgeblich die 
Pharmakokinetik bestimmter Substrate verändern (MALIEPAARD et al. 2001, LESLIE et al. 
2005, SZAKÁCS et al. 2008).  
Durch Vergleich von Wildtyp-Mäusen mit Abcg2-/- Knock-out Mäusen konnte nachgewiesen 
werden, dass BCRP im Milchdrüsenepithel laktierender Wildtyp-Mäuse bestimmte Arznei-
mittel, wie Topotecan und Cimetidin, sowie karzinogene Substanzen, wie Aflatoxin B1, in der 
Milch teilweise um ein Mehrfaches angereichert werden (JONKER et al. 2005, VAN 
HERWAARDEN et al. 2006). BCRP konnte hierbei apikal in den laktierenden Milchdrüsen-
epithelien detektiert werden, jedoch nicht in nicht-laktierendem Milchdrüsengewebe, so dass 
offenbar ein deutlicher Zusammenhang zum Laktationsstatus besteht (JONKER et al. 2005). Es 
gibt erste Hinweise, dass BCRP bei milchliefernden Rindern, Ziegen und Schafen eine ebenso 
große Bedeutung für die Elimination von Xenobiotika in die Milch hat (JONKER et al. 2005, 
PULIDO et al. 2006, WU et al. 2008). Dies ist bis heute jedoch nur lückenhaft untersucht. Eine 
funktionelle Charakterisierung des BCRP aus dem laktierenden Eutergewebe lag bei Erstellung 
der Arbeit bei keiner dieser milchliefernden Tierarten vor. 
 
Die Elimination von Xenobiotika durch BCRP in die Milch laktierender Tiere kann für 
säugende Neonaten und Verbraucher von Milch und Milchprodukten von großer 
toxikologischer Bedeutung sein (JONKER et al. 2005). Neben der potentiellen Gefährdung von 
Neonaten und Verbrauchern durch Arzneimittelrückstände und andere Kontaminanten stellt die 
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negative Beeinflussung der Milchverarbeitung durch z.B. Antibiotika-Rückstände ein großes 
Problem dar. Die bisher identifizierten BCRP-Substrate bzw. -Inhibitoren umfassen ein sehr 
breites Spektrum an Wirksubstanzen wie Pharmaka, Toxine, Pflanzeninhaltsstoffe sowie 
Umwelt- und Futtermittelinhaltsstoffe (MAO und UNADKAT 2005, SZAKÁCS et al. 2008). 
Hinzu kommt, dass sich die Substrate des BCRP offensichtlich tierartlich unterscheiden können 
(SCHRICKX und FINK-GREMMELS 2008) und die Substratspezifität daher für jede 
milchliefernde Spezies im Einzelnen betrachtet werden muss.  
Die ubiquitäre Expression des BCRP in Organen, die maßgeblich die Pharmakokinetik von 
Xenobiotika beeinflussen (z.B. Leber, Niere, Darm), könnte eine Änderung der 
Bioverfügbarkeit, der Verteilung und der Elimination nach sich ziehen. Dies kann für BCRP-
Substrate und deren Koadministration sowohl die Wirkspiegel von Pharmaka in bestimmten 
Organsystemen verändern als auch eine Veränderung der Rückstandskinetik in der Milch 
bedeuten.  
  
Die Produktion von Ziegenmilch und Ziegenmilchprodukten ist seit dem Jahr 2000 um 59% 
gestiegen und die Produkte finden zunehmend Eingang in unsere Lebensmittelregale (BMELV 
2009, FAO 2009). Damit wird den Wünschen des Verbrauchers Rechnung getragen, die 
Nachfrage nach solchen Produkten hat sich seitdem von 0,1 kg auf 0,3 kg pro Kopf verdreifacht. 
Im Sinne des Verbraucherschutzes und der Risikobewertung ist es wichtig, das BCRP in der 
laktierenden Milchdrüse der Ziege funktionell zu charakterisieren.  
 
Ziel ist es, Interaktionen des caprinen BCRP (cBCRP) mit veterinärmedizinisch angewandten 
Arzneimitteln sowie Pflanzeninhaltsstoffen zu untersuchen, um potentielle Substrate bzw. 
Inhibitoren des cBCRP zu identifizieren. Angestrebt wurde dabei ein kosten- und zeitsparendes 
in vitro Zellmodel im Mikrotiterplattenformat, um verschiedene Tierarzneimittel und Pflanzen-
inhaltsstoffe zu testen. Dies soll nach der Etablierung des Models das Screening nach neuen 
potentiellen Substraten bzw. Inhibitoren des cBCRP beschleunigen.  
Um ein umfassenderes Bild der Expression des cBCRP zu erhalten, sollen neben der 
Milchdrüse zudem Organe wie Leber, Kolon, Duodenum, Lunge und Niere hinsichtlich der 
subzellulären Lokalisation sowie der putativen Rolle dieses wichtigen Effluxtransporters in 
diesen Geweben untersucht werden, um Veränderungen der Pharmakokinetik von BCRP-
Substraten bei Ziegen besser einschätzen zu können. 
 





2.1 Der Einfluss von Transportern auf die Pharmakokinetik von Arzneimitteln 
 
Die Pharmakokinetik (ADME) (Absorption, Distribution, Metabolisierung, Elimination) von 
Xenobiotika (Arzneimittel, Toxine, Futter-/Lebensmittelinhaltsstoffe) im Organismus ist von 
diversen Faktoren abhängig: Molekülgröße, Ladung, Lipophilie, pKa-Wert (pH des wässrigen 
Milieus), Proteinbindung, quantitative Durchblutung der Gewebe, Alter, Geschlecht und 
Gewicht, sowie bei Arzneimitteln die galenischen Form (z.B. Löslichkeit) (KLOTZ 1984, 
ROWLAND und TOZER 1995). Mit diesen biochemischen Kenngrößen lässt sich hinreichend 
voraussagen, wie sich Xenobiotika im Organismus verteilen oder eliminiert werden, wenn die 
Stoffe durch passive Diffusion resorbiert bzw. verteilt werden. 
In einigen Fällen lassen sich aber Anreicherungen von Xenobiotika in bestimmten Zellen und 
Gewebekompartimenten dennoch nicht erklären. Dies gelingt nur unter Einbeziehung von 
aktiven Transportvorgängen, also den Efflux und Influx von Xenobiotika über Plasma-
membranen hinweg. Durch zahlreiche Studien in den letzten Jahren wurde deutlich, dass 
Transporter die Resorption, Verteilung und Elimination von Xenobiotika weitreichend 
beeinflussen können (LESLIE et al. 2005). Dabei stellen die (ATP-binding cassette) ABC-
Transporter, wie BCRP/ABCG2, besonders wichtige Transporter dar (SCHERRMANN 2009, 
DEGORTER et al. 2012).  
 
Mittlerweile liegen sowohl in vivo als auch in vitro Daten vor, die insbesondere die Bedeutung 
des BCRP für die Entwicklung von Tumorresistenzen, eine veränderte orale Bioverfügbarkeit, 
die biliäre Exkretion und die Elimination von Xenobiotika über das Milchdrüsengewebe 
nahelegen (MEYER ZU SCHWABEDISSEN und KROEMER 2011). Dabei können sich 
sowohl die organspezifische Expression, als auch die Substratspezifität dieses Transporters 
zwischen verschiedenen Spezies deutlich unterscheiden, so dass der Einfluss des BCRP auf die 
Pharmakokinetik in der Veterinärmedizin zunehmend intensiver untersucht wird (SCHRICKX 
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2.2 Das Breast Cancer Resistance Protein (BCRP): Struktur, Funktion und Lokalisation 
 
Das Human Gene Nomenclature Committee schlägt für dieses Transportprotein eine 
einheitliche Verwendung von ABCG2 als Bezeichnung vor 
(URL:http://www.genenames.org/). Da in der Literatur jedoch überwiegend die Bezeichnung 
BCRP verwendet wird, wird in dieser Arbeit der Begriff BCRP für dieses Transportprotein 
verwendet. 
 
Der Effluxtransporter BCRP (breast cancer resistance protein) wurde erstmalig 1998 
beschrieben. Drei unabhängigen Forschungsgruppen ist es nahezu zeitgleich gelungen, dieses 
Transportprotein in humanen Krebs-Zelllinien (DOYLE et al. 1998, MIYAKE et al. 1999) und 
in humaner Placenta (ALLIKMETS et al. 1998) nachzuweisen. 
Nach dem Ursprung, der Brustkrebs-Zelllinie MCF-7/AdrVp, wurde dieses Transportprotein 
Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) genannt (DOYLE et al. 1998). Die Brustkrebs-
Zelllinie MCF-7/AdrVp zeigte phänotypisch eine Resistenz gegenüber dem 
Chemotherapeutikum Adriamycin (Adr). Hinzu kamen Bezeichnungen für dieses 
Transportprotein, wie Mitoxantron-resistant (MXR), da auch S1-M1-80 Kolon-Krebszellen 
phänotypisch resistent gegenüber Mitoxantron, einem weiteren Chemotherapeutikum, waren 
(MIYAKE et al. 1999).  
 
Die Resistenzentwicklung von Tumorzellen durch die Expression von BCRP spielt in vielen 
Tumorarten eine wichtige Rolle in der humanmedizinischen Chemotherapie und ist einer der 
entscheidenden Gründe für das Therapieversagen (NATARAJAN et al. 2012). Neben anderen 
klinisch relevanten ABC-Transportern wurde das BCRP in diversen caninen Tumoren 
nachgewiesen und könnte bei der Resistenz gegenüber Chemotherapeutika bei Hunden 
ebenfalls eine wichtige Rolle spielen (HONSCHA et al. 2009). Die Überwindung der 
Tumorresistenz ist aktueller Gegenstand der Forschung, soll aber in dieser Arbeit nicht weiter 
vertieft werden. 
Weiter wurde dieser ABC-Transporter auch ABC-P genannt, da die codierende Sequenz in 
humaner Placenta (P) nachgewiesen und die cDNA aus diesem Gewebe erstmals kloniert wurde 
(ALLIKMETS et al. 1998). Zudem konnte das Gen für diesen „Plazenta-spezifischen“ 
Transporter ABC-P/BCRP auf dem humanen Chromosom 4q22 lokalisiert werden 
(ALLIKMETS et al. 1998). JONKER et al. (2000) konnten erstmals in vivo an MDR1-/- Mäusen 
zeigen, dass sehr wahrscheinlich der Effluxtransporter BCRP durch die Expression in der 
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Placenta dieser Mäusen die Feten sowohl vor Topotecan (einem Chemotherapeutikum) 
schützen kann, als auch die orale Verfügbarkeit von Topotecan verringert. Weiterführende 
Untersuchungen von ALLEN et al. (2002) untermauerten dann die Beteiligung von BCRP an 
diesem Transportgeschehen, da Ko143, ein hochspezifischer und in vivo verträglicher BCRP-
Inhibitor, die orale Bioverfügbarkeit von Topotecan in Mäusen erhöhte. 
 
Vergleichende Untersuchungen der BCRP DNA-Sequenz ergaben, dass es sich bei dem 
gefundenem Transporter um ein Transportprotein aus der Gruppe der membranständigen (ATP-
binding cassette) ABC-Transporter handelte und dieser eine hohe Homologie zum bereits 
bekannten ABC-G1 Transporter, dem humanen Homolog des Drosophila white Gens, zeigte 
(DOYLE et al. 1998). Daher wurde BCRP in die Gruppe der ABC Transporter der Subfamilie 
G (white) eingeteilt. Damit war klar, dass BCRP einen evolutionär konservierten Transporter 
aus der Gruppe der ABC-Transporter darstellt (DEAN et al. 2001, DEAN und ALLIKMETS 
2001, ANNILO et al. 2006). Die Expression des BCRP ist dabei längst nicht auf Krebszelllinien 
und auf die Placenta beschränkt, BCRP wird ubiquitär in diversen Geweben exprimiert 
(DOYLE et al. 1998, MALIEPAARD et al. 2001). 
Das humane BCRP besteht aus 655 Aminosäuren und zeigt mit sechs α-helikalen 
Transmembrandomänen den charakteristischen Aufbau eines Transporters der ABCG 
Subfamilie (DOYLE und ROSS 2003, WANG et al. 2008, NI et al. 2010). Durch 
Aminosäuresequenzanalysen wurden vier potentielle N-Glykosylierungsstellen vorhergesagt 
(DOYLE et al. 1998). BCRP hat im glykosylierten Zustand ein Molekulargeweicht von 72 kDa 
(MALIEPAARD et al. 2001, MOHRMANN et al. 2005, WANG et al. 2008, NI et al. 2010). 
Mutagenesestudien ergaben, dass nur Asparagin 596 N-glykolysiert ist, aber die N-
Glykosylierung für die Expression, die Funktionalität und Membranlokalisation nicht essentiell 
ist (DIOP et al. 2005, TAKADA et al. 2005). Ebenfalls charakteristisch für ABC-Transporter 
sind die für Struktur und Funktion wichtigen Proteinsequenzen Walker A, Walker B, Q-Loop, 
D-Loop, H-Loop/switch region und das für ABC-Transporter charakteristische ABC signature 
motif (HIGGINS 1992, GOTTESMANN et al. 1996, AMBUDKAR et al. 2006).  
Die Halbtransporter der Subfamilie ABCG, zu denen das BCRP gehört, unterscheiden sich von 
den anderen ABC-Transportern durch den einzigartigen Aufbau: wohingegen sich das P-
Glykoprotein und MRP Transporter als „Volltransporter“ die Konfiguration NH2-(TMD)-
(ATP binding 1)-(TMD)-(ATP binding 2)-COOH teilen, hat das BCRP die verkürzte, „halbe“ 
und umgekehrte Konfiguration NH2-(ATP binding 1)-(TMD)-COOH (DOYLE und ROSS 
2003), wobei sich sowohl das C-terminale, als auch das N-terminale Ende intrazellulär befinden 
  LITERATURÜBERSICHT  
6 
  
(WANG et al. 2008). Es wurde daher davon ausgegangen, dass der Halbtransporter BCRP 
dimerisiert, um einen „vollen“ und funktionellen Transporter zu bilden (DOYLE et al. 1998, 
LITMANN et al. 2002) (Abb. 1). KAGE et al. (2002) beschreibt, dass das BCRP Protein unter 
reduzierenden Bedingungen in der SDS-PAGE als Bande von ca. 70 kDa erscheint. Stand der 
aktuellen Forschung ist, dass BCRP als Homodimer, Heterodimer und sogar als Homotetramer 
oder in noch höher organisierten Strukturen mit 8-12 Einheiten vorliegen könnte (OZVEGY et 
al. 2001, XU et al. 2004, XU et al. 2007, MCDEVITT et al. 2006). Mutationsstudien (C592A, 
C603A, C608A) an den drei entscheidenden extrazellulären Cysteinen Cys-592, Cys-603 und 
Cys-608 des BCRP legen nahe, dass eine intramolekulare Disulfid-Brücke zwischen Cys-592 
und Cys-608 wichtig für die Substratspezifität ist (HENRICKSEN et al. 2005). Der Verlust der 
intermolekularen Disulfid-Brücke Cys-603 durch Mutation ist jedoch weder für die 
Membranlokalisation, noch für die Funktionalität des Transporters essentiell (HENRICKSEN 
et al. 2005). SHIGETA et al. (2010) konnten bestätigen, dass die extrazellulären Cysteine Cys-
603 und Cys-608 wichtig für die Dimerisierung sind, dass BCRP aber anscheinend auch ohne 
Dimer-Formation funktionell aktiv ist.  
 
Abb. 1: Membranstruktur eines typischen ABCG-Transporters nach Dimerisierung zu einem 
Homodimer und Bildung eines Transportkanals (TARR et al. 2009). 
 
Der Vorgang, wie BCRP Substrate aus dem Zytoplasma durch die Plasmamembran in den 
extrazellulären Raum befördert, ist bisher noch nicht zweifelsfrei geklärt und Gegenstand der 
Forschung. Verschiedene Autoren vermuten, dass der Vorgang durch ATP switch vermutlich 
erst nach Dimerisierung zu einem Homodimer erfolgt (HIGGINS und LINTON 2004, 
MCDEVITT et al. 2008, LINTON 2007). Dieser hochkomplexe Vorgang soll jedoch lediglich 
kurz umrissen werden und ist in Abb. 2 dargestellt.  
 





Abb. 2: Bindung und Elimination eines Liganden am ABC-Transporter und Hydrolyse von 
ATP im „ATP-switch-Modell“ (LINTON 2007). 
 
Dabei wechselt BCRP, welches als Homodimer einen Transportkanal bildet, zwischen „open 
dimer“ und „closed dimer“, während sich die Affinität zu ATP erhöht. Durch die Bindung des 
Substrates ändert sich die Konformation und das gebundene Xenobiotikum gelangt letztlich an 
die extrazelluläre Seite, von wo aus es in den Extrazellulärraum diffundiert. Nach Hydrolyse 
des ATP zu ADP + Pi wechselt BCRP wieder in den basalen Ausgangszustand (open dimer).  
Die Hydrolyse von ATP für den energieabhängigen Transport gegen einen Konzentrations-
gradienten wurde von OZVEGY et al. (2001) in BCRP-überexpremierenden Zelllinien, u.a. in 
Baculovirus-transfizierten Sf9 Insektenzellen untersucht. Dabei zeigte BCRP eine 2-3-fach 
höhere ATPase Aktivität als P-pg, welche Vanadat-sensitiv, direkt proportional zur Menge des 
Transportproteins und durch eine Michaelis-Menten Kinetik charakterisierbar war. Es konnte 
auch gezeigt werden, dass eine gerichtete Mutation an K86M, einer entscheidenden ATP-
Bindungsstelle in der Proteinsequenz des BCRP, zum vollständigen Verlust der ATPase-
Aktivität und somit der Transportfunktion führt. 
 
Die Membranlokalisation des BCRP wurde in kultivierten Zelllinien durch 
immunhistochemische und konfokalmikroskopische Versuche gezeigt (ROCCHI et al. 2000, 
SCHEFFER et al. 2000). Die N-Glykosylierung von BCRP legt zudem nahe, dass dieses Protein 
in der Plasmamembran verankert ist (TUSNÁDY et al. 2006). Die apikale Membranlokalisation 
des BCRP stellt dennoch eine Ausnahme dar, da andere Halbtransporter vorwiegend in 
intrazellulären Kompartimenten lokalisiert sind, wie z.B. in Mitochondrien (M-ABC1, ABC-
7), im endoplasmatischen Retikulum (TAP1 und TAP2) oder in Peroxisomen (ABCD1) 
(DOYLE und ROSS 2003). RAJAGOPAL und SIMON (2003) konnten an transient mit BCRP 
transfizierten Hela-Zellen zeigen, dass auch BCRP intrazelluläre Kompartimente besetzt, z.B. 
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Lysosomenmembranen. Dies könnte deshalb bedeutend sein, da eine Detoxifikation von 
Xenobiotika nicht nur über Efflux aus der Zelle stattfinden könnte, sondern auch durch 
Zuführung in Lysosomen, was phänotypisch ebenfalls zur Resistenz gegenüber Xenobiotika 
führt und einen alternativen Weg der Multi-Drug Resistenz darstellen könnte (RAJAGOPAL 
und SIMON 2003). Nach AUST et al. (2004) ist BCRP auch in humanen 
Gallenblasenkarzinomen in intrazellulären Kompartimenten lokalisiert. BCRP wurde auch in 
der inneren Mitochondrienmembran diverser Zelllinien co-lokalisiert, was für eine noch 
unbekannte physiologische Funktion spricht, z.B. den Schutz mitochondrialer DNA vor 
Xenobiotika (SOLAZZO et al. 2009). 
 
2.3 Expression und subzelluläre Lokalisation des BCRP in pharmakologisch relevanten 
Organen 
 
Der membranständige Transporter BCRP wird in vielen nativen Geweben exprimiert und die 
Expression ist nicht auf Tumorzelllinien und die humane Placenta beschränkt (Abb. 3). Die 
folgende Beschreibung der Lokalisation des BCRP fokussiert sich dabei auf vorhandene Daten 
zu den Spezies Mensch, Maus, Ratte, Schwein, Pferd, Rind, Schaf und Ziege.  
In humanen Geweben wurde das BCRP immunhistologisch in den apikalen Epithelien des 
Dünn- und Dickdarms, der Gallenkanälen und –gängen und Hepatozyten, der Syncytiotropho-
blasten der Plazenta (MALIEPAARD et al. 2001), der Milchdrüse (MALIEPAARD et al. 2001, 
FANEYTE et al. 2002, JONKER et al. 2005), der Lunge (SCHEFFER et al. 2002, OTA et al. 
2009), der Nierentubuli (FETSCH et al. 2006, SCHRICKX 2006, HULS et al. 2008) und in 
Blutgefäßen (DOYLE und ROSS 2003, MALIEPAARD et al. 2001, SCHRICKX 2006, OTA 
et al. 2009, TYDÉN et al. 2010) nachgewiesen. Besonders gut untersucht ist die Blut-Hirn-
Schranke, hier wurde BCRP apikal in den Endothelien nachgewiesen (GRAFF und POLLACK 
2004) und verhindert den Übertritt von Xenobiotika in das Hirngewebe (CISTERNINO et al. 
2004, COORAY et al. 2002, EISENBLÄTTER et al. 2003). Die Abb. 3 zeigt die Lokalisation 
des BCRP in humanen Geweben, die sich größtenteils mit der Lokalisation in Mäusen deckt 
(VAN HERWAARDEN und SCHINKEL 2006). Daraus ist ersichtlich, dass BCRP an 
pharmakokinetisch wichtigen Blut-Gewebe-Schranken exprimiert wird. Es wird davon 
ausgegangen, dass BCRP daher eine zytoprotektive Rolle einnimmt (STAUD und PAVEK 
2005, SARKADI et al. 2006), die orale Bioverfügbarkeit einschränkt, die biliäre Ausscheidung 
forciert sowie in wichtigen Organen den Transfer von Xenobiotika in bestimmte 
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Gewebekompartimente limitiert (VAN HERWAARDEN und SCHINKEL 2006, VLAMING 




Abb. 3: Gewebeverteilung und subzelluläre Lokalisation des BCRP; die Pfeile (schwarz) 
deuten den putativen vektoriellen Transport bzw. die endgültige Elimination (grün) von 
Fremdstoffen an (VAN HERWAARDEN und SCHINKEL 2006). 
 
Dadurch beeinflussen Effluxtransporter die Absorption, Verteilung, Metabolisierungsrate und 
die Elimination ihrer Substrate (LESLIE et al. 2005). Es wird angenommen, dass ABC-
Transporter, wie das BCRP, durch ihre Lokalisation und zytoprotektive Funktion ein Netzwerk 
bilden, welches als „Chemoimmunität“ bezeichnet wurde und zum physiologischen 
Resistenzsystem gehört (SARKADI et al. 2006). 
 
In der Veterinärmedizin wurde das BCRP immunhistologisch beim Schwein und beim Pferd 
subzellulär lokalisiert. Beim Schwein wurde BCRP apikal im Dünn- und Dickdarm, im 
respiratorischen Epithel, in den Gallenkanälen und variierend in den Nierentubuli 
nachgewiesen (SCHRICKX 2006). Beim Pferd konnten TYDÉN et al. (2010) BCRP apikal in 
allen Dünndarmabschnitten, in Gallenkanälen und variierend in den Nierentubuli darstellen. 
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Dies weist darauf hin, dass die Expression des BCRP bei diesen Tierarten vermutlich ebenfalls 
eine zytoprotektive und eliminatorische Funktion einnimmt.  
 
Besonders interessant waren Untersuchungen des BCRP bei Kühen und Schafen (JONKER et 
al. 2005, PULIDO et al. 2006) sowie Ziegen (WU et al. 2008). Bei diesen Tierarten könnten 
Änderungen der Pharmakokinetik bzw. die Koadministration zweier BCRP Substrate eine nicht 
vorhersehbare Änderung der Wartezeit für Fleisch- und Milchprodukte zur Folge haben. Da 
BCRP speziesspezifische Unterschiede in der Expression und in seinem Substratspektrum zeigt 
(SCHRICKX und FINK-GREMMELS 2008), können vorliegende Daten vom Menschen oder 
Labormäusen nicht unmittelbar auf andere Tierarten übertragen werden. Daher müssen die 
unterschiedlichen Tierarten einzeln untersucht werden. Gerade die landwirtschaftlichen 
milchliefernden Nutztiere Rind, Schaf und Ziege stehen daher seit einigen Jahren im Focus 
dieses Forschungsfeldes. Es gibt deutliche Hinweise, dass BCRP bei diesen Tierarten ebenfalls 
eine wichtige Rolle bei der Verteilung und Elimination von Fremdstoffen einnimmt (JONKER 
et al. 2005, PULIDO et al. 2006, WU et al. 2008), bisher reichen jedoch die Daten für eine 
umfassende Beurteilung der Bedeutung des BCRP nicht aus, insbesondere bei Milchziegen. 
 
2.4 Substrate, Modulatoren und Inhibitoren des BCRP  
 
Von CLARK et al. (2006) wurden durch Verdrängungsstudien Bindungsstellen für Substrate 
im BCRP Protein gefunden, insbesondere für Höchst H33342 (H33342). Höchst H33342 wird 
sehr wahrscheinlich über die Höchst H33342 Bindungsstelle im BCRP Protein aus der Zelle 
eliminiert (CLARK et al. 2006). Das Vorkommen dieser Bindungsstellen wurde durch 
Homologien mit Sav1866, einem ABC-Transporter, dessen Kristallstruktur vollständig 
aufgeklärt ist, bestätigt (HAZAI und BIKADI 2007) und durch weitere Veröffentlichungen 
untermauert (MATSSON et al. 2007, TAKENAKA et al. 2007, PENG et al. 2010). Durch das 
Vorkommen multipler Bindungsstellen ist die Wahl der Substrate und Inhibitoren besonders 
wichtig, um potentielle Substrate bzw. Inhibitoren zu identifizieren. Das Substrat- bzw. 
Inhibitorenspektrum dieses wichtigen Effluxtransporters aufzuklären, ist bis heute Gegenstand 
der Forschung und erweitert sich ständig. 
Weitere Untersuchungen bestätigten, dass Höchst H33342 ein etabliertes Substrat für den 
Effluxtransporter BCRP darstellt (KIM et al. 2002, SCHARENBERG et al. 2002, KIS et al. 
2009, JANI et al. 2011, PICK et al. 2008). Der hoch lipophile Farbstoff Höchst H33342 
diffundiert ungehindert durch die Zellmembran in das Zytosol, interkaliert mit der kleinen 
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Furche von DNA-Molekülen im Zellkern (TAWAR et al. 2003a, b) und kann nach der Bindung 
mit DNA mittels Fluoreszenzphotometrie nachgewiesen werden.  
Wird dieser Höchst H33342-Efflux nun durch einen spezifischen BCRP-Inhibitor gehemmt, so 
steigt die intrazelluläre Fluoreszenz hyperbolisch, da der Anstieg einer Reaktionskinetik erster 
Ordnung folgt (MARTIN 1987). Der bisher potenteste und etablierte Inhibitor ist das vom 
Schimmelpilztoxin Aspergillus fumigatus isolierte Fumitremorgin C (RABINDRAN et al. 
1998, RABINDRAN et al. 2000) abgeleitete Ko143, welches synthetisiert wurde, um die 
Spezifität und Affinität für BCRP zu erhöhen (ALLEN et al. 2002). Im Gegensatz zum FTC ist 
aber Ko143 kaum toxisch, wodurch es für in vivo Versuche besser geeignet schien. Es konnte 
gezeigt werden, dass Ko143 die orale Bioverfügbarkeit von Topotecan bei Mäusen erhöhte 
(ALLEN et al. 2002). In einer in vitro Studie mit Nukleosidanaloga, Tyrosinkinaseinhibitoren 
und Prazosin konnte durch GIRI et al. (2009) gezeigt werden, dass Ko143 in der Lage ist, den 
Transport aller dieser Substrate in MDCKII-Bcrp1 transfizierten Zellen zu hemmen. Es wird 
angenommen, dass Ko143 zwei der drei von CLARK et al. (2006) vorgeschlagenen 
Bindungsstellen am BCRP besetzt, wodurch sich die hohe inhibitorische Potenz (IC50: 0,01 µM, 
WEISS et al. 2007) des Ko143 erklären lassen könnte (GIRI et al. 2009).  
Mit den Modell-Substanzen Höchst H33342 und Ko143 ist es möglich, in vitro Interaktionen 
von neuen potentiellen Substraten mit BCRP im Transport-Assay zu untersuchen (SEIGEL und 
CAMPBELL 2004, PICK et al. 2008, KIS et al. 2009). Dazu wird der hochspezifische Inhibitor 
Ko143 durch potentielle Substrate ersetzt und die relative Akkumulation des Höchst H33342-
Farbstoffes in BCRP exprimierenden Zellen gegenüber der Kontrolle quantifiziert. 
 
MDCKII (Madin-Darby canine kidney Typ II) Zellen, immortalisierte proximale 
Nierentubulus-Tumorzellen des Hundes, sind die am weitesten verbreitete und bekannte 
Zelllinie für Transportstudien und sind ideal für Transfektionen geeignet (CHO et al. 1989, 
IRVINE et al. 1999, HEGEDUS et al. 2009). MDCKII-Zellen zeigen keine nennenswerte 
metabolische Aktivität (BRAUN et al. 2000) und exprimieren endogene Transporter nur in 
geringem Umfang (BRAUN et al. 2000). Zudem wurde in unabhängigen Studien gezeigt, dass 
MDCKII-Wildtyp Zellen keine detektierbaren Mengen an BCRP exprimieren. Dies wurde 
durch Western-Blot Analysen mit den etablierten anti-BCRP Antikörpern BXP-21 und BXP-
53 nachgewiesen (STORCH et al. 2007, POLLER et al. 2011). Dies wurde durch funktionelle 
Daten bestätigt wurde (WANG et al. 2008), was die Eignung dieser Zellen zur Untersuchung 
des BCRP unterstreicht.  
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Durch funktionelle Charakterisierung in vitro mittels Zellassays (Höchst-Assay und 
Monolayer-Assay Transwell®-Versuche) und in vivo Versuche an BCRP-/- K.O. Mäusen 
konnten u.a. folgende, therapeutisch relevante Substrate bzw. Inhibitoren des BCRP ermittelt 
werden: Enrofloxacin (PULIDO et al. 2006), Danofloxacin (SCHRICKX und FINK-
GREMMELS 2007, REAL et al. 2011a), Albendazolsulfoxid und Oxfendazol (MERINO et al. 
2005b) sowie Nitrofurantoin (MERINO et al. 2005a). 
 
2.5 BCRP-vermittelte Anreicherung von Xenobiotika in der Milch 
 
Die Milchsekretion ist ein komplexer Vorgang. Zusammengefasst schließt die Milchsekretion 
folgende Mechanismen ein: Exozytose (Protein, Laktose, Calcium), das „budding“ von Milch-
Fett-Globuli (Lipide), Transzytose (Immunglobuline, Lipoproteine, Xenobiotika), para-
zellulärer Transport (nieder- und hochmolekulare Substanzen) und Membrantransport 
(Natrium-, Kalium- und Chlorid-Ionen, Aminosäuren, Glukose, Xenobiotika) 
(MCMANAMAN und NEVILLE 2003). Der Übertritt von Xenobiotika in die Milch über die 
Blut-Milch-Schranke hängt daher von diesen Sekretionsmechanismen und von den 
biophysikalischen Eigenschaften des Xenobiotikums ab, wie z.B. Ionisation, pH-Wert, 
Proteinbindung, Molekülgewicht und Lipophilie (ITO und LEE 2003, AGATONOVIC-
KUSTRIN et al. 2002).  
Zur Untersuchung des Transfers von Xenobiotika in die Milch wurde ein Diffusion-Modell 
etabliert, mit dem sich der Übergang aus dem Plasma (P) in die Milch (M) durch passive 
Diffusion, ausgedrückt als sogenannte Milch/Plasma (M/P) Ratio, voraussagen lässt 
(FLEISHAKER et al. 1987, FLEISHAKER und MCNAMARA 1988). Damit ist eine 
hinreichend genaue Voraussage über die Akkumulation von vielen Fremdstoffen durch passive 
Diffusion in der Milch möglich (FLEISHAKER und MCNAMARA 1988, ITO und LEE 2003). 
Dennoch gibt es Xenobiotika, bei denen sich die vorausgesagte M/P Ratio von der tatsächlich 
in vivo beobachteten M/P Ratio erheblich unterscheidet (Tab. 1).  
Es wurde angenommen, dass es sich hierbei um aktive Transportvorgänge handeln könnte, der 
Transportmechanismus war zu dieser Zeit jedoch noch nicht bekannt (OO et al. 1995, KARI et 
al. 1997) und wurde „lactating mammary epithelial drug transport“ (LMEDT) genannt (GERK 
et al. 2001). Schließlich konnte gezeigt werden, dass Cimetidin (MCNAMARA et al. 1992, 
MCNAMARA et al. 1996) und Nitrofurantoin (Antibiotikum) (GERK et al. 2001) in der 
Rattenmilch auffallend stark akkumulieren. Die beobachteten M/P Ratios dieser Substanzen 
wiesen darauf hin, dass der Transfer dieser Substanzen in die Milch nicht durch passive 
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Diffusion alleine zu erklären war (M/P Nitrofurantoin, vorhergesagt: 0,28; beobachtet: 6,2. M/P 
Cimetidin, vorhergesagt: 1,1; beobachtet: 5,8) (ITO und LEE 2003, GERK et al. 2001). GERK 
et al. (2001) konnten zeigen, dass dieser LMEDT-Mechanismus für Cimetidin durch 
Nitrofurantoin sogar hemmbar war. Man schloss daraus, dass diese beiden Substanzen einen 
gemeinsamen Transporter im Alveolarepithel der Milchdrüsenläppchen mit unterschiedlicher 
Affinität besetzen (GERK et al. 2001). Ein ähnliches Phänomen konnte EL-SOOUD (2003) in 
vivo aufzeigen, als er nachwies, dass die Koadministration von Enrofloxacin und Albendazol 
die Konzentration von Enrofloxacin in der Milch laktierender Ziegen signifikant senkte. 
TODDYWALLA et al. (1997) zeigten an einer Maus-Milchdrüsenepithel Zelllinie (Comma 
1D), dass Nitrofurantoin in einem polarisierten Monolayer von basal nach apikal transportiert 
wird und der Prozess offensichtlich sättigbar ist.  
 
 
M/P wild-type M/P Bcrp1-/- (Abcg2-/-) Ratio M/P wild-type: Bcrp1-/- (Abcg2-/-) 
Cimetidin 13,7 2,3 6,0 
Nitrofuratoin 45,7 0,6 76,2 
Topotecan 6,7 0,7 10,1 
Acyclovir 1,3 0,4 3,3 
PhIP 12,8 0,5 28,1 
IQ 0,9 0,3 3,4 
Trp-P-1 1,1 0,4 2,6 
Aflatoxin B1 0,7 0,2 3,8 
 
Tabelle. 1: M/P Ratios diverser Xenobiotika, die in vivo den aktiven Transport durch BCRP 
nahelegen (VAN HERWAARDEN und SCHINKEL 2006). 
 
Wie in Tabelle 1 zu erkennen wurden die Substanzen bei BCRP-/- K.O.-Mäusen (Abcg2-/-) kaum 
transportiert, wohingegen die Substanzen in BCRP Wildtyp-Mäusen in der Milch 
akkumulierten (VAN HERWAARDEN und SCHINKEL 2006). Hohe M/P Werte weisen auf 
eine aktive Anreicherung in der Milch hin. Mittlerweile konnte nachgewiesen werden, dass 
viele bisher erwähnten Substanzen, wie Nitrofurantoin (MERINO et al. 2005a), Cimetidin 
(JONKER et al. 2005), Enrofloxacin und Albendazol (PULIDO et al. 2006, MERINO et al. 
2005b) Substrate für das BCRP darstellen, womit sich die oben erwähnte Akkumulation in der 
Milch, bzw. Interaktionen zwischen BCRP-Substraten konkreter erklären lassen.  
JONKER et al. (2005) hat zum ersten Mal die subzelluläre Lokalisation des BCRP in apikalen 
Milchdrüsenepithelien von laktierenden Gewebe humanen, bovinen und murinen (Mäuse) 
Ursprungs immunhistologisch nachgewiesen. Auf der Basis auffällig hoher M/P Ratios begann 
die intensive Suche nach Substraten bzw. Inhibitoren des BCRP, um Kontaminationen der 
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Milch mit Xenobiotika besser einschätzen zu können bzw. vorherzusagen. Für in vivo 
Untersuchungen wurden dazu bcrp -/- Mäuse (K.O.-Mäuse) generiert (JONKER et al. 2002). An 
diesen K.O.-Mäusen, im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen, konnte JONKER et al. (2005) zeigen, 
dass das bereits erwähnte Cimetidin, aber auch das Karzinogen PhiP durch BCRP aktiv in die 
Milch sezerniert wird. Im Vergleich zu den Wildtyp-Mäusen wurde festgestellt, dass der 
Transporter BCRP einen ganz wesentlichen Faktor für die Anreicherung von Fremdstoffen in 
die Milch spielt (JONKER et al. 2005). 
  
Auf diese Erkenntnisse aufbauend, wurden weitere Substrate für das murine BCRP gefunden: 
HERWAARDEN et al. (2006b) wiesen in laktierenden BCRP K.O.-Mäusen nach, dass sowohl 
die reduzierte systemische Aufnahme, als auch der aktive Transport in die Milch von Aflatoxin 
B1, IQ und Trp-1 durch BCRP vermittelt wird (Abb. 3). Die schädlichen Folgen des Übertrags 
von Xenobiotika in die Milch ergeben sich durch diese BCRP-vermittelte Exposition bzw. 
Anreicherung der Substanzen in der Milch (JONKER et al. 2005, VAN HERWAARDEN und 
SCHINKEL 2006). VAN HERWAARDEN et al. (2007) konnte jedoch auch zeigen, dass 
BCRP auch Riboflavin, ein wichtiges B2-Vitamin, in die Milch sezerniert. In in vitro Versuchen 
mit murinem und humanem BCRP transfizierten MDCKII-Zellen konnten Albendazol und 
Oxfendazol, Nitrofurantoin, Enrofloxacin, Ciprofloxacin, Ofloxacin und Norfloxacin als 
Substrate für das humane und murine BCRP bestätigt und ein Bezug zur Milchsekretion 
hergestellt werden (MERINO et al. 2005a, b, MERINO et al. 2006, PULIDO et al. 2006). 
 
Bei den milchliefernden Tierarten Rind, Schaf und Ziege liegen bisher nur wenige Daten 
bezüglich des BCRP vor. Beim Rind konnte BCRP immunhistologisch apikal in den 
Michdrüsenepithelien des laktierenden Euters dargestellt werden (JONKER et al. 2005) und 
durch Western Blot Analysen bestätigt werden (PULIDO et al. 2006). An aufgereinigten 
Zellmembranfraktionen des bovinen Euters konnte mittels Untersuchungen der ATPase-
Aktivität gezeigt werden, dass Mitoxantron, ein BCRP Substrat, die ATPase-Aktivität steigert 
und diese durch die Zugabe von Ko143, Genistein oder Querzetin inhibiert werden konnte 
(PULIDO et al. 2006). COHEN-ZINDER et al. (2005) und OLSEN et al. (2007) wiesen im 
bovinen BCRP zudem einen Polymorphismus (Y581S) nach, der einen starken Einfluss auf die 
Milchmenge und Zusammensetzung der Milch hat. Dieser Polymorphismus führt anscheinend 
auch zu einer signifikant erhöhten Transportrate (MERINO et al. 2009, REAL et al. 2011b). 
Mittlerweile konnte in transzellulären Transportstudien gezeigt werden, dass Nitrofurantoin, 
Enrofloxacin, Danofloxacin und Difloxacin Substrate für das bovine BCRP darstellen könnten, 
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welches aus bovinem Lebergewebe kloniert wurde (REAL et al. 2011b). Weiterführende 
Studien in vitro konnten zeigen, dass Monepantel und der Hauptmetabolit Monepantelsulfoxid 
offensichtlich auch ein Substrat für das bovine BCRP darstellen; diese Ergebnisse könnten auch 
die festgestellte hohe Milch-Plasma-Relation (6,75) von Monepantel in vivo erklären 
(MAHNKE et al. 2016). 
Im laktierenden Schafeuter konnte BCRP mittels Western Blot Analysen nachgewiesen 
werden, wobei die Expression im laktierenden Gewebe höher war, als im nicht-laktierenden 
(PULIDO et al. 2006). In vivo Untersuchungen mit laktierenden Schafen legten nahe, dass die 
Sekretion von Danofloxacin in die Milch durch die Koadministration von Ivermectin 
signifikant reduziert wird (REAL et al. 2011a). Mit der gleichen Arzneimittelkombination 
konnten BALLENT et al. (2012) Interaktionen nachweisen, die in einer erhöhten 
Plasmakonzentration und einer verlängerten Halbwertszeit bei Schafen resultierten. Auch 
Flavonoide in Futtermitteln, deren Einfluss auf BCRP gezeigt werden konnte (PULIDO et al. 
2006), können die Milchsekretion in vivo von Danofloxacin verringern (PEREZ et al. 2013).  
Bezüglich der Ziege liegt bisher eine in vitro Untersuchung vor, die die erhöhte BCRP mRNA-
Expression in der Milchdrüse während der Laktation zeigt (WU et al. 2008). Bisher fehlen 
funktionelle Daten, der Nachweis der subzellulären Lokalisation und der sich daraus 
ergebenden putativen Funktion dieses wichtigen Effluxtransporters bei milchliefernden Ziegen.  
 
Seit dem Jahr 1990 haben sich die deutschen Ziegenbestände verdoppelt und der 
Ziegenmilchverbrauch in Deutschland hat sich seit 2000 verdreifacht (BMELV 2009, FAO 
2009). Das liegt u.a. daran, dass die EU-Milchquotenverordnung Ziegenmilch nicht betrifft und 
sich eine wirtschaftliche Nische entwickelt hat (GALL 2001, PINGEL 2006). Veränderte 
Ernährungsgewohnheiten und die Prävalenz von Kuhmilchallergien (ROBISON und 
PONGRACIC 2012) haben zu diesem Aufschwung beigetragen.  
 
Ein weiterer wichtiger Aspekt ist, dass für „minor species“ (Schaf und Ziege) zugelassene und 
umfänglich geprüfte Arzneimittel, besonders Antiinfektiva und Antiparasitika, fehlen. Für 
Ziegen gibt es in Deutschland derzeit (Vetidata, 01/2016) kein einziges zugelassenes 
Antiparasitikum, Antimykotikum, Narkotikum/Hypnotikum/starkes Analgetikum, Nicht-
steroidales Antiphlogistikum, oder Tokolytikum. Hier besteht die Möglichkeit einer 
Umwidmung nach §56 a Abs. 2 AMG von Arzneimitteln, die für Rinder bzw. andere 
lebensmittelliefernde Tiere zugelassen sind und es wurden Mindest-Wartezeiten für 
umgewidmete Arzneimittel festgelegt (§ 12a Tierärztliche Hausapothekenverordnung, 
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TÄHAV). Bei der Zulassung von Tierarzneimitteln werden bisher keine Daten über mögliche 
Interaktionen mit Transportern verlangt (SCHRICKX und FINK-GREMMELS 2008). Die 
aktuelle Literaturrecherche legt jedoch nahe, dass bei der Koadministration von Arzneimitteln, 
die BCRP Substrate/Inhibitoren darstellen, die Elimination dieser Substanzen durch BCRP in 
der Weise verändern kann, dass mit Arzneimittelwechselwirkungen, z.B. erhöhter Toxizität, 
Akkumulationen in der Milch oder subtherapeutischen Konzentrationen gerechnet werden 
muss (LESLIE et al. 2005). Diese Wechselwirkungen sind für den praktizierenden Tierarzt 
nicht vorherzusehen, dies gilt insbesondere für noch nicht charakterisierte BCRP 
Substrate/Inhibitoren. Für eine sichere Pharmakotherapie ist es daher wichtig, das 
Substratspektrum für das caprine BCRP zu untersuchen. Neue Wirkstoffkandidaten könnten in 
einer frühen Phase der Entwicklung auf BCRP-Interaktionen getestet werden, um mögliche 
Wechselwirkungen und damit Einflüsse auf die Rückstandskinetik in Lebensmitteln zu 
untersuchen. 
 
2.6 Zielsetzung der Arbeit 
 
In der vorliegenden Arbeit soll der ABC-Transporter BCRP/ABCG2 aus dem Eutergewebe der 
Ziege kloniert, sequenziert und nach Transfektion in MDCKII-Zellen funktionell 
charakterisiert werden. Damit sollen Erkenntnisse über die Rolle des cBCRP im 
Milchdrüsenepithel bezüglich der Elimination von Fremdstoffen in die Milch gewonnen 
werden. Mittels eines zu validierenden Zell-Assays sollen potentielle Substrate/Inhibitoren des 
cBCRP identifiziert werden, um Voraussagen über die Elimination in die Milch zu treffen, bzw. 
ob eine Veränderung der Pharmakokinetik durch die Transportvorgänge des cBCRP zu 
erwarten sind. Dieses Zellmodell ist Voraussetzung für weiterführende Studien, ausgewählte 
Substanzen weiter als Substrat oder Inhibitor bzw. Modulator zu charakterisieren. Im Weiteren 
sollen auch andere für die Pharmakokinetik entscheidende Organe, wie Leber, Niere, Kolon, 
Duodenum und Lunge hinsichtlich der subzellulären Lokalisation des cBCRP untersucht 
werden. Damit soll ein möglichst systematischer Überblick über die potentielle Beteiligung des 
cBCRP bei der Verteilung und Elimination von Xenobiotika bei Ziegen gewonnen werden.  
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Soweit möglich wurden alle Substanzen in p.A. Qualität bezogen, dies sind: 
 
Acrylamid       Sigma, Deisenhofen 
Agar-Agar       Roth, Karlsruhe  
Agarose       Roth, Karlsruhe 
Ampicillin-Natriumsalz     Roth, Karlsruhe 
APS         Roth, Karlsruhe 
β-Mercaptoethanol      Sigma, Deisenhofen 
Bisacrylamid       Sigma, Deisenhofen 
Borsäure       Sigma, Deisenhofen 
Citronensäure 99,5%, wasserfrei    Roth, Karlsruhe 
Chloroform       Sigma, Deisenhofen 
DAB        Roth, Karlsruhe 
DMSO       Sigma, Deisenhofen 
DTT        Sigma, Deisenhofen 
Ethanol 99,8%      Roth, Karlsruhe  
Essigsäure 37%      Sigma, Deisenhofen 
Ethidiumbromid       Sigma, Deisenhofen  
Formalin 4%, neutral-gepuffert    Roth, Karlsruhe 
G418        PAA, Cölbe  
Glycerin, ultrapure      Roth, Karlsruhe  
Glycin        Roth, Karlsruhe  
HCl 37%       Sigma Deisenhofen   
Hefeextrakt       Roth, Karlsruhe 
Hämatoxylin, acc. to Meyer     Sigma, Deisenhofen 
Höchst H33342      AppliChem GmbH, Darmstadt 
Isoamylalkohol      Sigma, Deisenhofen  
Kaliumchlorid      Roth, Karlsruhe  
KH2PO4        Roth, Karlsruhe 
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Magnesiumchlorid      Roth, Karlsruhe 
Methanol 99%      Roth, Karlsruhe  
NaCl        Roth, Karlsruhe  
NaOAc       Roth, Karlsruhe  
NaHCO3       Roth, Karlsruhe 
NaHPO4       Roth, Karlsruhe 
NaOH        Roth, Karlsruhe 
Nukleasefreies Wasser     Roth, Karlsruhe 
Phenol        Roth, Karlsruhe 
2-Propanol 99,5%      Roth, Karlsruhe 
SDS        Sigma, Deisenhofen 
TEMED       Roth, Karlsruhe  
Tris-Base        Roth, Karlsruhe  
Tris-HCl       Roth, Karlsruhe 
Triton-X-100       Sigma, Deisenhofen 
Trypton       Sigma, Deisenhofen 
Tween 20       Roth, Karlsruhe  
Verapamil       Roth, Karlsruhe 
Wasserstoffperoxid 35%     Roth, Deisenhofen 
WST-1- Tetrazolium      Roche, Mannheim 
p-Xylol       Sigma, Deisenhofen  
 
 
Alle nachfolgend genannten potentielle BCRP-Substrate bzw. -Inhibitoren wurden in p.A. 
Qualität von den Firmen Roth (Karlsruhe) und Sigma (Deisenhofen) bezogen: 
  
Albendazol, Amoxicillin-Trihydrat, Ampicillin-Trihydrat, Cefalexin, Cefazolin-Natriumsalz, 
Ceftiofur, Chlortetracyclin, Cloxacillin, Enrofloxacin, Eprinomectin, Equol, Flunixin, Ko143, 
Lincomycin, Marbofloxacin, Moxidectin, Natriumsalicylat, Oxfendazol, Sulfethoxy-pyridazin, 
Tetracyclin, Tilmicosin und Tylosin. Querzetin wurde freundlicherweise von Prof. Cermack, 









Brut- und Wärmeschränke: 
Brutschrank BE200     Memmert, Schwabach 
CO2 Brutschrank HeraCell    Kendro, Hanau 
CO2 Brutschrank Heraeus BB16   Kendro, Hanau 
HeraCell CO2 Inkubator VA 230V   Memmert, Schwabach 
Wärmeschrank UM 500    Memmert, Schwabach 
 
Elektrophorese: 
Spannungsgeber Power Supply EPS 600  Pharmacia, Freiberg   
Semi-dry Blotkammer LKB Multiphor I  Pharmacia, Freiberg 
Spannungsgeber PAC 200    Bio-Rad, München    
Vertikalgelkammer Mini-PROTEAN 3  Bio-Rad, München 
Horizontalgelkammer Trans-Blot® SD Cell  Bio-Rad, München 
 
Mikroskope: 
Fluoreszenzmikroskop BX50   Olympus, Hamburg  
CC12 Mikroskop-Kamera    Soft Imaging System 
Digitalkamera Powershot G5    Canon, Krefeld 
Lichtmikroskop DMIL    Leica, Wetzlar 
Lichtmikroskop CKX41    Olympus, Hamburg 
 
PCR-Thermocycler: 
GeneAmp PCR System 9700    Applied Biosystems, Darmstadt 
 
Photometrie: 
Fluoreszensspektrophotometer   Tecan, Crailsheim 
Spektrophotometer     Tecan, Crailsheim 
BioPhotometer 6131     Eppendorf AG, Hamburg 
 
Schwenk- und Schüttelgeräte: 
Magnetrüttler MR 3001    Heidolph, Schwabach 
Schüttelinkubator GFL 3031    Hilab, Düsseldorf 
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Schwenktisch      Stovall, Greensboro, USA 
Thermomixer comfort 1,5 ml    Eppendorf AG, Hamburg 
Vortex Genie2     Scientific Industries, New York, USA 
 
Wasserbäder: 
Schüttelwasserbad GLS400    Grant Instruments, Cambridge, England 
Wasserbad M12 B     Lauda, Lauda-Königshofen 
Wasserbad WB14     Memmert, Schwabach 
 
Zentrifugen: 
Biofuge 28 RS     Heraeus, Osterode 
Tischzentrifugen 5415 C, 5417 C, 5415 D  Eppendorf AG, Hamburg 
Kühlzentrifuge 5403 D     Eppendorf AG, Hamburg   
Ausschwingrotor A-8-11    Eppendorf AG, Hamburg  
Ultrazentrifuge Evolution RC   Sorval, Bad Homburg   
Festwinkelrotor SS-34    Sorval, Bad Homburg 
 
Weitere Geräte: 
Autoklav 3870 ELV     Systec, Wettenberg 
Autoklav Biomedis A5    Biomedis, Gießen 
Feinwaage MC1     Sartorius, Göttingen  
Homogenisator aus Glas    Braun, Melsungen 
Mikrowelle MD11389    Medion AG, Essen 
pH-Meter 766      Calimatic, Knick 
Reinstwasseranlage      Milli-Q, Millipore 
Stickstoffbehälter GT 40 und TR11   Deutschland Liquide, Wiesbaden 
Sterilbank Heraeus HS12/2    Kendro, Hanau 
Ultra-Turrax T25      Jenke & Kunkel, Staufen   
UT Dispersing Tool for T 25 0,3-3 ml   Jenke & Kunkel, Staufen 
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3.1.3 Materialien für die Molekularbiologie 
 
Bakterienstämme: 
E.coli Top one shot F10     Invitrogen, Karlsruhe   
E.coli NEB 5-alpha F´Iq    New England Biolabs GmbH, Frankfurt 
 
 
Kommerziell erhältliche Kits: 
GeneRacerTM Core Kit     Invitrogen, Karlsruhe 
TOPO TA Cloning® Kit pCRII   Invitrogen, Karlsruhe 
Oligotex® Purification of poly A+ RNA Kit  Qiagen, Hilden  
Qiagen® Plasmid Mini und Midi Purification Kit Qiagen, Hilden 
RNeasy® Mini Kit     Qiagen, Hilden  
Promega® SV Total RNA Isolation System  Promega, Madison, USA 
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Promega, Madison, USA  
1st Strand cDNA Synthesis Kit RT-PCR (AMV) Roche, Mannheim  
RevertAidTM H Minus M-MuLV RT-PCR  Fermentas GmbH, St. Leon-Rot  
First Strand cDNA Synthesis Kit M-MuLV  Fermentas GmbH, St. Leon-Rot  
Agarose Gel Extraction Kit    Roche, Mannheim 
 
Molekulargewichtstandards: 
100 bp DNA-Leiter     peqlab, Erlangen  
DNA Molecular Weight Marker III   Roche, Mannheim 
Quick-Load® 1 kb DNA Ladder   New England Biolabs GmbH, Frankfurt 
 
Polymerasen: 
AccuPrime Taq High Fidelity   Invitrogen, Karlsruhe 
Big Dye Mix zur Sequenzierung   IZKF, Leipzig 
DreamTaq Master-Mix     Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
High Fidelity PCR Enzyme Mix   Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
 
Primer: 
Verwendet wurden die in der folgenden Tabelle 2 genannten Primer, dabei steht „For“ für 
Forward-Primer und „Rev“ für Reverse-Primer: 
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Primer 5`- 3`-Sequenz Tm (°C) 
5´GeneRacer-For CGA CTG GAG CAC GAG GAC ACT GA 74,0 
5´Nested GeneRacer-
For 
GGA CAC TGA CAT GGA CTG AAG GAG TA 78,0 
3'GeneRacer-For GCT GTC AAC GAT ACG CTA CGT AAC G 76,0 
3´Nested GeneRacer-
For 
CGC TAC GTA ACG GCA TGA CAG TG 72,0 
Oligo-dT GeneRacer GCT GTC AAC GAT ACG CTA CGT AAC GGC 
ATG ACA GTG-(T)36 
65,0 
M13-For GTA AAA CGA CGG CCA G 51,7 
M13-Rev CAG GAA ACA GCT ATG AC 50,4 
cBCRP-60-For CGG CAT TCC AGA GAC AAC CTC TAA G 64,6 
cBCRP-410-For CAG TGA GAG AAA ACT TAC AGT TCT C 59,7 
cBCRP-600-Rev GAT GGA TGG ATC AGT AAT AAG CTC C 61,3 
cBCRP-742-For ATC AGC CTC GTT ATT CCA TCT TCA  59,3 
cBCRP-918-Rev AGC AGA AGA GTC TCC ATT AAT GAT G 59,7 
cBCRP-1040-Rev TCC TTG AAG AAG GAG GAG TTG ACA T 61,3 
cBCRP-1060-Rev TCC TTC TCT GCT CCC CTG AGA  ATT  T 63,0 
cBCRP-1220-For TCC TGG GAC TGG TTA TAG GTG CCA T 64,6 
cBCRP-1287-Rev GCA CCC CGG CTC TGT TCT G 63,1 
cBCRP 1330-Rev TGC TGA AAC ACT GGT TGG TCG TCA G 64,6 
cBCRP-1921-Rev GGT AGG CAA TTG TAA GGA AGA TAA C 59,7 
cBCRP-550-Rev CCA TCA CGA CAT CAT CTT GTA CC 60,6 
cBCRP-263-Rev CAC AGC TCC TTC AGT CAA CGT CT 62,4 
cBCRP-ATG-For ATG CTC AAA ATG TCT TCC AAT AGT 55,9 
cBCRP-40ATG-For ATC TCT TCT ATT TGG CTG TTC CTG 59,3 
cBCRP-100ATG-For CAC ATC AAG GTG CTG AGA GGT GAG 54,2 
bBCRP-1500-For AGC TGT TTA TAC ATG AAT ATA TCA 52,5 
bBCRP-1750-Rev CTC TGA CCT GCT GCT ATA GCC 61,8 
oBCRP-649-For CAA GAG TTA GGT CTG GAT AAA GTG GCA 
GAT 
65,4 
oBCRP-1250-For AGG AGA TCA CTT ATG CCA CCT CCT T 63,0 
canMDR1-582-For GCT TAA CAC CCG GCT CAC AGA C 57,5 




Tab. 2: Verwendete Primer für PCR und Sequenzierung inklusive 5´-3´-Sequenz und Melting 
temperature (Tm in °C). 
 
Mit Ausnahme der RACE-Primer (Invitrogen) und der Oligo (dT) Primer (Fermentas GmbH, 
St. Leon-Rot) wurden alle verwendeten Primer von MWG-Biotech, Erlangen, synthetisiert. Für 
PCR und Sequenzierung wurden standardmäßig 10 pmol Primer in 50 µl (PCR) oder in 20 µl 
(Sequenzierung) pro Reaktion eingesetzt. 
 
Restriktionsenzyme: 
Die Restriktionsenzyme Bsu36I, KpnI wurden von New England Biolabs GmbH, Frankfurt, 
bezogen. Die Restriktionsenzyme BamHI FastDigest®, EcoRI FastDigest®, PvuI, SmaI wurden 
von Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, erworben. 
 
 
Primer 5´-3´-Sequemz Tm (°C) 
canMDR1-961-Rev TAA GAA AGC GGC ACC AAT AGA AAT 55,4 
pIRESneo3-2000-For GGT GGA GAG GCT ATT CGG CTA TGA 64,4 
pIRESneo3-2560-Rev CCA CAG TCG ATG AAT CCA GAA AAG 61,0 
pIRESneo3-533-For TAG GCG TGT ACG GTG GGA GGT 64,5 
pIRESneo3-733-Rev AAC GCA CAC CGG CCT TAT TCC 65,9 
GAPDH-311-For CCA TCT TCC AGG AGC GAG ATC C 64,0 
GAPDH-737-Rev AGC TCA GGG ATG ACC TTG CCC A 64,0 
Mycoplasma-1-For GCG GCT GAG TAG TAC GTT CGC 61,4 
Mycoplasma-2-For CGC CTG AGT AGT ACG TAC GC 61,4 
Mycoplasma-3-For TGC CTG AGT AGT ACA TTC GC 57,3 
Mycoplasma-4-For TGC CTG GGT AGT ACA TTC GC 59,4 
Mycoplasma-5-For CGC CTG GGT AGT ACA TTC GC 61,4 
Mycoplasma-6-For CGC CTG AGT AGT AGT CTC GC 61,4 
Mycoplasma-3-Rev GCG GTG TGT ACA AAC CCC GA 61,4 
BCRP-662-For CAT TCT GGG ACC CAC AGG TGG A 64,0 
BCRP-883-Rev AAG GTG AGG CTA TCA AAC AAC TTG A 59,7 
BCRP-1234-For TAT GCC ACC TCC TTC TGT CA 57,3 
BCRP-1860-Rev TGG TTA TGC GGC TTT GCA GTA T 58,4 
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Puffer für die Restriktion: 
NEB3 (New England Biolabs GmbH, Frankfurt), Tango 10-fach Puffer (Fermentas GmbH, St. 
Leon-Rot), BSA (PAA, Cölbe).  
 
Vektoren: 
pCRII       Invitrogen, Karlsruhe 
pIRESneo3      Clontech, Heidelberg 
 
Sonstige Enzyme und Reagenzien: 
Antarktische Phosphatase    New England Biolabs GmbH, Frankfurt 
BSA       PAA, Cölbe  
CIP       New England Biolabs GmbH, Frankfurt 
DNase I Inkubations-Mix    Promega, Madison, USA  
dNTP Mix      Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
Oligo (dT)18 primer     Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
RiboLockTM RNase Inhibitor   Fermentas GmbH, St. Leon-Rot  
RNase, DNase-free     Roche, Mannheim 
RNase-free DNase Set    Qiagen, Hilden  
T4 DNA Ligase     New England Biolabs GmbH, Frankfurt 
 
 
3.1.4 Materialien für die Proteinbiochemie 
 
Primärantikörper: 
BXP-21, mouse Anti-BCRP mAB, IgG2a  Calbiochem, Darmstadt  
BXP-53, rat Anti-BCRP mAB, IgG2a  abcam, Cambridge, UK  
Anti-NPTII rabbit polyclonal AB, IgG   Millipore, Schwalbach 
Anti-GAPDH rabbit polyclonal AB, IgG  Sigma, Deisenhofen 
Anti-ß-Actin MaB, clone AC-15, mAB  Calbiochem, Darmstadt 
 
Sekundärantikörper:  
Goat Anti-Mouse IgG-HRP polyclonal AB  Dako, Dänemark 
Goat Anti-Rat IgG-HRP polyclonal AB  abcam, Cambridge, UK  
Goat Anti-Rat IgG-AP Conjugate    Santa Cruz Biotechnology 
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Goat Anti-rabbit IgG-AP Conjugate   Promega, Madison, USA 
 
Sonstige Materialien: 
Blotting Paper Quick Draw    Sigma, Deisenhofen 
Deckgläser 24 x 24 mm    Roth, Karlsruhe 
Milchpulver, Blotting grade    Roth, Karlsruhe 
Neo-Mount®      Merck, Darmstadt 
Porablot PVDF-Membran    Macherey-Nagel, Düren 
Proteinmarker IV     peqlab, Erlangen 
Protease-Inhibitor-Cocktail    Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
Roti®-Liquid Barrier Marker    Roth, Karlsruhe 
Thermoscientific Polysine® Slides Objektträger Menzel GmbH, Braunschweig 
Western Blue Stabilized Substrate for AP  Promega, Madison, USA 
 
 
3.1.5 Materialien für die Zellkultur 
 
Einmalartikel: 
96-, 12-, 6-well Platten    Dr. Ilona Schubert, Leipzig 
24-well Platten, T25, T75 Kulturflaschen und  
Petrischalen 100 mm     Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Falcon-Tubes 15 ml und 50 ml   Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Kryovials und Pasteurpipetten   Roth, Karlsruhe 
PCR-Tubes, 1,5 ml und 2 ml Eppendorf-Tubes Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Sterilfilter (0,22 µm)     Roth, Karlsruhe 
Pipetten 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml und 
Pipettenspitzen 10 µl, 200 µl, 1 ml   Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
 
Kulturmedien und Zusätze: 
DMEM/Ham´s F12     PAA, Pasching 
DMSO       Sigma, Deisenhofen 
FCS        Gibco, Karlsruhe 
Geneticin / G418      Sigma, Deisenhofen 
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Glutamin      PAA, Cölbe  
Penicillin/Streptomycin (100x)   PAA, Cölbe 
Trypsin/EDTA     PAA, Cölbe 
 
Sonstige Reagenzien: 
Effectene® Transfection Reagent   Qiagen, Hilden 
FluorSave Reagent     Calbiochem, Darmstadt 
Trypanblau      Sigma, Deisenhofen  
DAPI        Sigma, Deisenhofen 
Cell Proliferation Reagent WST-1   Roche, Mannheim  
 
 
3.1.6 Zusammensetzung der Kulturmedien 
 
LB-Agar 1,5%   250 ml LB-Medium (pH 7,4) 
     3,75 g Agar-Agar 
Autoklaviert, abgekühlt auf 50°C, dann 50 µg/ml 
Ampicillin zugegeben und vor dem Erstarren in sterile 
Petrischalen gegossen. 
 
LB-Medium    10 g Trypton 
     5 g Hefeextrakt 
     10 g NaCl 
ad 1L ddH2O, pH 7,4 mit 1 N HCl eingestellt, autoklaviert, 
abgekühlt auf 37°C, dann 50 µg/ml Ampicillin 
zugegeben. 
 
MDCKII-Medium   DMEM/Ham´s F12 
+ 10% FCS 
     + 2 mM Glutamin 
     + Penicillin/Streptomycin 1:100 
     + 1,24% NaHCO3, 6,2 g NaHCO3 in 500 ml ddH2O, 
        10 ml pro 500 ml Medium 
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Einfriermedium (50 ml)  MDCKII-Medium (40 ml)    
     + 5 ml FCS (20%) 
     + 5 ml DMSO (10%) 
 
Selektionsmedium   MDCKII-Medium 
     + G418 (800-1000 µg/ml) 
 
 
3.1.7 Puffer und Lösungen 
 
Alkalische Lyse-Puffer für Mini-Plasmid-Präparationen (nach Maniatis; M I, M II, M III) 
M I     50 mM Glucose 
10 mM EDTA, pH 8,0 
25 mM Tris-HCl, pH 8.0 
Lysozym (4g/ml) 
 
M II     0,2 N NaOH 
1% (w/v) SDS 
 
M III     60,0 ml 5 M Kaliumacetat   
11,5 ml Eisessig 
28,5 ml ddH2O 
     (entspricht 3 M Kalium und 5 M Essigsäure) 
 
PBS     137 mM NaCl 
      2,7 mM KCl 
      0,5 mM MgCl2 x 6 H2O 
      1,5 mM Na2HPO4 
     pH 7,4 mit 1 N HCl eingestellt und autoklaviert 
 
Sammelgelpuffer   500 mM Tris 
     0,4% (w/v) SDS 
     pH 6,8 mit HCl eingestellt 
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TBE 10X    10 mM Tris 
     44,5 mM Borsäure 
     1,3 mM EDTA 
     pH 8,3 mit 1 N HCl eingestellt 
TBS     20 mM Tris-HCl 
     150 mM NaCl  
     pH 7,5 mit 1 N HCl eingestellt 
 
TBST     500 ml TBS 
     + 0,05% (v/v) Tween 20 
 
Transferpuffer   25 mM Tris 
     192 mM Glycin 
     20% (v/v) Methanol 
     pH 8,3 mit 1 N HCl eingestellt 
 
Trenngelpuffer   1500 mM Tris 
     0,4% (w/v)SDS 




Gewebeproben von Euter, Leber, Niere, Lunge, Duodenum und Kolon wurden von drei Ziegen 
der Rasse Deutsche Weiße Edelziege aus dem Bestand von Heino Siegel in Gimmel, Thüringen 
entnommen. Gewebeproben von zwei laktierenden und zwei nicht-laktierenden Ziegeneutern 
der Rasse Deutsche Weiße Edelziege wurden im Schlachthof Altenburg, Thüringen, 
entnommen, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschließend bei -80°C gelagert. Die 
Entnahme der Organproben erfolgte direkt nach Feststellung des Todes der Tiere. Dabei 
wurden für die RNA-Isolation mindestens drei Proben pro Organ und Tier unter möglichst 
aseptischen Bedingungen in flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschließend bei -80°C 
gelagert. Mindestens drei Proben pro Organ und Tier wurden zur immunhistologischen 
Untersuchung nach zweimaligem Waschen in PBS zur Fixation in 4% neutral-gepuffertes 
Formalin aufgenommen und 12 bis 48 h später im Veterinär-Pathologischen Institut, 
Universität Leipzig, in Paraffin-Blöcke eingebettet. 





3.2.1 Molekularbiologische Methoden 
 
3.2.1.1 Isolation von Gesamt-RNA aus Gewebe und Zellen 
 
Zur Isolation der Gesamt-RNA aus Gewebe kam das RNeasy Mini-Kit nach Angaben des 
Herstellers zum Einsatz. Dazu wurden zunächst ca. 100 mg Eutergewebe, welches bei -80°C 
gelagert wurde, mit der Feinwaage eingewogen. Mit einem auf -80°C vorgekühlten Mörser und 
Pistill wurde das Eutergewebe unter ständigem Übergießen mit flüssigem Stickstoff pulverig 
zerrieben und in einem Homogenisator aufgefangen, der mit 1800 µl RLT-Puffer gefüllt wurde. 
ß-Mercaptoethanol wurde diesem Puffer stets frisch zugegeben, um RNasen zu inaktivieren. 
Nach intensivem Homogenisieren wurde das Lysat in zwei gleich große Aliquots geteilt und 3 
min bei RT und 13.000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 600 µl 70% Ethanol versetzt 
und im Ganzen auf eine Silikat-Gel-Membran in einer RNeasy-Säule pipettiert. Nach 
Zentrifugation für 15 sec bei RT und 13.000 g wurde der Durchfluss verworfen und 350 µl 
RW1-Puffer in die Säule pipettiert und erneut 15 sec bei RT und 13.000 g zentrifugiert. Danach 
wurden 80 µl Qiagen® DNase I Inkubations-Mix nach Angaben des Herstellers vorsichtig direkt 
auf die Membran pipettiert und 15 min bei RT inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt 
mit 350 µl RW1-Puffer und erneute Zentrifugation, wie beschrieben. Der Durchfluss wurde 
verworfen und 500 µl RPE-Puffer in die Säule pipettiert. Unter den gleichen Bedingungen 
wurde erneut 15 sec zentrifugiert, wieder 500 µl RPE-Puffer zugegeben und diesmal 2 min bei 
RT und 13.000 g zentrifugiert. Um die Säule komplett von Pufferresten zu befreien, wurde für 
1 min unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Die gebundene und aufgereinigte RNA wurde 
nun mit 30 µl RNase-freiem Wasser durch Zentrifugation für 1 min bei RT und 13.000 g eluiert.  
 
Zur Isolation der Gesamt-RNA aus Zellen wurde das SV Wizard RNA-Isolations-Kit 
(Promega) verwendet. Dazu wurden maximal 5 x 106 Zellen pelletiert (s. 3.2.3.1) und das 
Zellpellet in 175 µl RNA Lysis Puffer lysiert. Nach Zugabe von 350 µl RNA Dilution Puffer 
wurde der Ansatz mehrfach invertiert, danach bei 14.000 x g 10 min bei RT zentrifugiert und 
der Überstand in ein neues Röhrchen aufgenommen. Bevor des Lysat auf die Säule pipettiert 
wurde, wurden 200 µl 95% Ethanol zugegeben und gründlich mit der Pipette vermengt. Der 
Ansatz wurde 1 min bei 14.000 x g bei RT zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und die 
Membran mit 600 µl Waschpuffer durch erneute Zentrifugation gewaschen. Im Anschluss 
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wurde der Ansatz mit 50 µl DNase Inkubations-Mix nach Angaben des Herstellers (Promega) 
für 15 min inkubiert. Diese Reaktion wurde mit 200 µl DNase-Stop Lösung beendet und die 
Membran zweimal mit dem Waschpuffer gereinigt. Die RNA wurde danach mit 100 µl 
Nuclease-freiem Wasser durch Zentrifugation eluiert und bis zur Verwendung bei -80°C 
gelagert. Zur Prüfung der Integrität der isolierten RNA und zur photometrischen Bestimmung 
des RNA-Gehaltes wurde 1 µl der eluierten RNA auf ein 1% Agarosegel (s. 3.2.1.4) aufgetragen 
und die Konzentration photometrisch gemessen (s. 3.2.1.3). RNA-Proben wurden bis zu ihrer 
Verwendung bei -80°C gelagert. 
 
3.2.1.2 Isolation von mRNA aus Gesamt-RNA 
 
Um spezifisch zytosolische mRNA aus Gesamt-RNA aufzureinigen, wurde das Oligotex® 
Purification of polyA+ RNA Kit verwendet. Auch hier kommt die Säulen-Technologie zum 
Einsatz, bei der es zu einer Hybridisierung des für mRNA spezifischen polyadenylierten 3´-
Endes mit an der Säulenmatrix verankerten dT-Oligomeren kommt. Je nach Gesamt-RNA-
Konzentration wurden 60-180 µg RNA auf ein Volumen von 250 µl mit RNase-freiem Wasser 
eingestellt. 250 µl OBB-Puffer wurde vor der Zugabe auf 70°C und 15 µl Oligotex-Suspension 
auf 37°C erwärmt, danach wurden die Proben 3 min bei 70°C und anschließend 10 min bei RT 
inkubiert. Nach Zentrifugation für 2 min und 13.000 g bei RT wurde der Überstand verworfen, 
das Oligotex-Pellet in 400 µl OW2-Puffer resuspendiert und der gesamte Ansatz in eine Säule 
überführt. Es folgten eine Zentrifugation für 1 min unter gleichen Bedingungen und ein 
Waschschritt mit 400 µl OW2-Puffer, dem sich wieder eine einminütige Zentrifugation 
anschloss. Das Oligotex-Pellet wurde dann mit 70°C vorgewärmten OEB-Puffer resuspendiert 
und durch Zentrifugation bei RT und 13.000 g eluiert. Der Gehalt an mRNA wurde 
photometrisch bestimmt (s. 3.2.1.3) und die Proben bei -80°C bis zur Verwendung gelagert. 
 
3.2.1.3 Konzentrationsbestimmungen von DNA und RNA 
 
Die Konzentration von Gesamt-RNA, mRNA und Plasmid-DNA wurde über die optische 
Dichte (OD) bei einer Wellenlänge von 260 nm photometrisch bestimmt. Die Absorption von 
einer OD260 Einheit entspricht einer Konzentration von 50 µg/ml für doppelsträngige DNA 
bzw. 40 µg/ml einzelsträngiger RNA. Da die Proben für die Messung 1:25 verdünnt wurden, 
ergibt sich durch folgende Berechnung der Gehalt an Nukleinsäuren bei einem pH von 7,0: 
OD260 x 40 x 25= µg/ml RNA bzw. OD260 x 50 x 25= µg/ml DNA  
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Weil das Absorptionsmaximum für Proteine, besonders der aromatischen Aminosäurereste, bei 
280 nm liegt, lässt der Quotient aus OD260/OD280 Schlüsse über die Reinheit der RNA- oder 
DNA-Isolationen zu. Proben mit einem Quotienten unter 1,7 ließen auf ungenügende Reinheit, 
aber auch Kontaminationen mit Phenol oder Alkoholen schließen und wurden bis zur 
gewünschten Reinheit nochmals mittels kommerzieller Aufreinigungs-Kits (s. 3.2.1.2) oder 
durch Fällung (3.2.1.6) aufgereinigt.  
Für Sequenzierungen, bei denen eine hinreichende Genauigkeit der DNA-Konzentration 
ausreichend war (s. 3.2.1.7), konnte anhand des DNA Molecular Weight Marker III (Roche) 
die Konzentration der DNA in einem Agarosegel über die Färbeintensität des Ethidiumbromids 
der korrespondierenden DNA-Banden abgeschätzt werden.  
 
3.2.1.4 Gelelektrophorese von RNA, DNA und Plasmiden  
 
Gelelektrophorese 
Zur Auftrennung von Nukleinsäuren wurden je nach erwarteter Produktgröße 1,5%-ige (kleiner 
500 bp), 1%-ige (kleiner 1000 bp) oder 0,7%-ige (größer 1000 bp) Agarosegele hergestellt. Für 
zwei bis drei 1%-ige Gele wurde 0,5 g Agarose in 50 ml 0,5 x TBE-Puffer eingewogen und in 
der Mikrowelle verflüssigt. Nach Abkühlung auf ca. 50-60°C wurden 0,5 µg/ml 
Ethidiumbromid zugegeben, homogen verrührt und in die vorgesehenen Gelschlitten gegossen, 
die mit Kämmen für die Geltaschen bestückt wurden. Nach Erstarren des Gels wurde dieses in 
eine mit 0,5 x TBE gefüllte Elektrophoresekammer getaucht. Für jede Spur wurden 4 µl DNA-
Probe mit 1 µl Probenpuffer (0,25% Bromphenolblau mit 30% Glycerol in 6 x TBE) vermengt 
und in die Taschen pipettiert. Die Spannung betrug 90-120 Volt. Das Gel wurde aus der 
Kammer entnommen und unter einer UV-Lichtquelle (336 nm) fotografiert. 
 
Präparatives Agarosegel 
Aus einem präparativen Agarosegel kann eine bestimmte DNA-Bande bekannter Größe aus 
dem Gel ausgeschnitten und aufgereinigt werden. Dazu wurden 15 µl DNA-Probe (ca. 0,5 µg 
DNA) mit 3 µl Probenpuffer (0,25% Bromphenolblau mit 30% Glycerol in 6 x TBE) versetzt. 
Die PCR-Produkte und Plasmide wurden dafür vorher über Nacht gefällt und entsalzt (s. 
3.2.1.6). Die initiale Spannung bei der Elektrophorese betrug 80 Volt für 10 min und 
anschließend 100 Volt für ca. 30-45 min. Das Gel wird für eine Sekunde unter abgeschwächtem 
UV-Licht beleuchtet, die korrespondierende DNA-Bande mit einem Skalpell markiert und die 
DNA-Bande ohne UV-Licht aus dem Gel präpariert. 





Zur Extraktion von DNA-Banden aus einem präparativen Gel mit dem Gelextraktions-Kit von 
Roche wird das isolierte Gelfragment in einem 1,5 ml Eppendorf Röhrchen abgewogenen. Je 
100 mg Gel wurden 300 µl Agaroselösungspuffer und 10 µl Silicasuspension dazugeben, der 
Ansatz gevortext und 10 min bei 58°C inkubiert, wobei die Proben alle 2-3 min gevortext 
wurden, um eine komplette Auflösung der Agarose zu gewährleisten. Die Proben wurden 30 
sec bei 14.000 g und RT zentrifugiert und der Überstand verworfen. Nach Resuspendieren in 
500 µl Nukleinsäurebindungspuffer wurde erneut unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Es 
folgten zwei Waschschritte mit 500 µl Waschpuffer, danach je eine Zentrifugation unter 
gleichen Bedingungen und Verwerfen des Überstandes. Das Pellet aus Silicamatrix und der 
gebundenen DNA wurde luftgetrocknet. Zur Elution der DNA wurde das Pellet mit 30-50 µl 
Nuclease-freiem Wasser resuspendiert und erneut in einem Thermoblock bei 58°C 10 min 
inkubiert. Nach Zentrifugation für 30 sec bei 14.000 g und RT wird der DNA-haltige Überstand 
abgenommen und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. 
 
Zur Gelextraktion und zur Aufreinigung von PCR-Produkten und Plasmiden wurde zudem das 
Wizard® SV Gel und PCR Clean-Up System von Promega verwendet. Dafür wurden zunächst 
10 µl Membrane Binding Solution pro 10 mg Gelextrakt vermengt und bei 58°C 10-13 min bis 
zur vollständigen Auflösung der Agarose inkubiert und alle 2-3 min aufgeschüttelt. Der 
gesamte Ansatz wurde in eine Säule pipettiert und 1 min bei RT inkubiert, anschließend 1 min 
bei 14.000 g und RT zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Es folgten zwei Waschschritte 
mit 700 µl bzw. 500 µl Membrane Wash Solution mit anschließender Zentrifugation unter 
Verwerfung des Durchflusses. Nach einer letzten Zentrifugation unter gleichen Bedingungen, 
zur Entfernung letzter Puffer-Reste, wird die DNA mit 50 µl Nuclease-freiem Wasser durch 
Zentrifugation für 1 min und 14.000 g bei RT eluiert und bis zur Verwendung bei -20°C 
gelagert. 
 
3.2.1.6 Präzipitation von RNA bzw. DNA 
 
Natriumacetat/Ethanol-Präzipitation 
Präzipitationen von Nukleinsäuren wurden durchgeführt, um RNA, gewonnene PCR-Produkte, 
cDNA oder Plasmid-DNA zu entsalzen, auf bestimmte Konzentrationen einzustellen oder für 
anschließende Reaktionen zu reinigen und zu pelletieren. Auch einzelne oder gepoolte Proben 
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aus RACE-PCR-Reaktionen wurden mittels Natriumacetat/Ethanol-Präzipitation für prä-
parative Gele entsalzt und konzentriert. Hierfür wurde dem bekannten Volumen der Proben 
1/10 des Volumens 3 M NaOAc pH 5,2 zugegeben und gemischt. Danach wurde das 2,5-fache 
Volumen an absolutem Ethanol zugegeben und gemischt. Der Ansatz wurde aufgeschüttelt und 
zur Fällung bei -20°C über Nacht gelagert. Danach wurde der Ansatz 5 min bei 14.500 g bei 
4°C zentrifugiert, der Überstand vorsichtig abgenommen und das Pellet in 500 µl 70% Ethanol 
gewaschen und aufgeschüttelt, um Reste an Salzen zu entfernen. Nach erneuter Zentrifugation 
unter gleichen Bedingungen wurde wieder der Überstand abgenommen und das Pellet entweder 




Zur Aufreinigung von DNA- und RNA-Proben nach enzymatischen Reaktionen wurde eine 
Phenol-Chloroform-Extraktion durchgeführt. Das Phenol dient zur Denaturierung von 
Proteinen, das Chloroform zur Entfernung des Phenols, absoluter Ethanol zur Präzipitation der 
DNA und 70% Ethanol zur Entfernung von Salzresten. Zu den Proben wurde das gleiche 
Volumen Phenol zugegeben, aufgeschüttelt und der Ansatz 2 min bei 14.000 g und 4°C 
zentrifugiert. Die obere Phase wurde ohne Berührung der Interphase abgenommen, mit dem 
gleichen Volumen Chloroform vermengt, aufgeschüttelt und wieder unter gleichen 
Bedingungen zentrifugiert. Die anschließende Präzipitation der DNA entspricht der oben 
beschriebenen NaOAc/Ethanol-Präzipitation. 
 
3.2.1.7 Sequenzierung  
 
Sequenzierungen von PCR-Produkten sowie von DNA aus Mini- und Midi-Präparationen 
erfolgten nach der Methode von Sanger (SANGER et al. 1977) im IZKF, Universität Leipzig, 
unter Leitung von Dr. Krohn (BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied 
Biosystems, Darmstadt). Dafür wurden für PCR-Produkte 20 ng DNA pro 100 Basenpaare, für 
Mini-Präparationen 1 µg Plasmid-DNA und für Midi-Präparationen 0,5 µg Plasmid-DNA nach 
Empfehlung des IZKF eingesetzt. Die jeweilige DNA-Menge wurde mit 2 µl Big Dye Mix, 
welcher vom IZKF bezogen wurde, versetzt. Hinzu kam 1 µl des gewünschten Primers (s. 
3.1.3), der ganze Reaktionsansatz wurde mit Nuclease-freiem Wasser ad 20 µl eingestellt und 
der Thermocycler mit folgendem Programm eingestellt: 
96°C 2 min, (96°C 15 sec, Tm der jeweiligen Primer 30 sec, 60°C 4 min) x 25; 4°C ∞ 
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Es schloss sich eine NaOAc/Ethanol-Präzipitation (s. 3.2.1.6) an. Die getrockneten DNA-
Pellets wurden dann auf Eis gekühlt in das IZKF verbracht. Die eingegangenen Sequenzen 
wurden mit den Programmen SeqManTM und MegAlign (nach ClustalW/Slow/Accurate, IUB) 
DNAStar, Inc., Madison, USA untersucht. Hinzu kamen vergleichende Untersuchungen 
bekannter Gendatenbankeinträge mittels NCBI BLAST (Bethesda, Maryland, USA) und 
UniProt/TrEMBL (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) bzw. (http://www.uniprot.org/). 
 
3.2.1.8 cDNA Erststrangsynthese aus Gesamt-RNA und mRNA 
 
Mit Hilfe der retroviralen Reversen Transkriptase (RNA-abhängige DNA-Polymerasen) wurde 
isolierte RNA in cDNA umgeschrieben. Zum Ausschluss einer Kontamination mit genomischer 
DNA wurde zu Kontrollzwecken bei jeder cDNA-Synthese je ein Ansatz ohne Reverse 
Transkriptase durchgeführt. Es wurden das First Strand cDNA Synthesis Kit RT-PCR AMV 
(Roche) und das First Strand cDNA Synthesis Kit M-MuLV (Fermentas) nach Angaben der 
Hersteller verwendet. Für das Kit von Roche wurde das Protokoll in Tabelle 3 angewendet. 
Der Reaktionsansatz wurde gemischt und mit folgendem Protokoll im Thermocycler inkubiert: 
25°C 10 min, 42°C 60 min, 99°C 5 min, 4°C ∞. 
  
Für das First Strand cDNA Synthesis Kit M-MuLV Kit von Fermentas wurde wie folgt 
verfahren: Zunächst wurden 1 µg RNA, 1 µl Oligo(dT)18 Primer (100 pmol) und ddH2O q.s. 
ad 12 µl mit der Pipette gemischt und 5 min bei 65°C erhitzt. Nach sofortiger Abkühlung auf 
Eis wurden 4 µl 5x Reaktionspuffer, 1 µl RiboLockTM (20 U/µl), 2 µl dNTP (jeweils 10 mM) 
Mix und 1 µl Reverse Transkriptase (200 U/µl) vorsichtig gemischt und 1 h bei 42°C inkubiert. 
Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 70°C für 5 min beendet und die cDNA bis zu ihrer 
Verwendung bei -20°C gelagert. 
 




AMV-Reverse Transkriptase 0,8 µl (≥ 20 Units) 
10 x Puffer 2 µl 
MgCl2 (25 mM) 4 µl 
Oligo-p(dT)15-Primer (0,8 µg/µl) 2 µl 
dNTPs (jeweils 10 µM) 2 µl 
RNase Inhibitor 1 µl 
polyA+RNA (50-100 ng) Errechnet nach OD 
ddH2O ad 20 µl 
Gesamtvolumen 20 µl 
 
Tab. 3: Reaktionsansatz für cDNA Erststrangsynthese aus Gesamt-RNA und mRNA 
 
3.2.1.9 Erstellen einer cDNA library   
 
Dephosphorylierung 
Mit dem GeneRacerTM Kit wurde aus der isolierten mRNA aus dem Eutergewebe eine cDNA 
library generiert. In einem ersten Schritt wurde dazu die mRNA mit der Calf Intestinale 
Alkaline Phosphatase (CIP) behandelt, ein Enzym, welches die 5´-Termini dephosphoryliert.  
 
Reagenz Volumen Kontrolle (HeLa RNA) 
Capra-mRNA (100 ng) 3,5 µl 2 µl 
10 x CIP Puffer 1 µl 1 µl 
RNaseOut (40 U/µl) 1 µl 1 µl 
CIP (10 U/µl) 1 µl 1 µl 
ddH2O 3,5 µl 5 µl 
Gesamtvolumen 10 µl 10 µl 
 
Tab. 4: Reaktionsansatz zur Dephosphorylierung der isolierten mRNA 
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Der Reaktionsansatz wurde vorsichtig durch Pipettieren vermischt, danach kurz zentrifugiert 
und 1h bei 50°C inkubiert. Zur Aufreinigung der modifizierten mRNA wurden 90 µl ddH2O 
und 100 µl Phenol:Chloroform dazu pipettiert, 30 sec aufgeschüttelt und 5 min bei 14.000 x g 
und RT zentrifugiert. Die obere wässrige Phase (100 µl) wurde in ein neues Röhrchen überführt 
und mit 2 µl Muschelglycogen (10 mg/ml) sowie 10 µl 3 M NaOAc (pH 5.2) durch Pipettieren 
gut gemischt. Danach schloss sich eine Ethanol-Präzipitation an (s. 3.2.1.6). Das Pellet wurde 
in 7 µl ddH2O gelöst und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 
Dephosphorylierungen von Plasmiden fanden nach dem gleichen Schema statt, aber eventuell 
in größeren Volumina. 
 
Entfernung der mRNA 5´Cap-Struktur 
Vor der Ligation mit dem RNA-Oligo musste die 5´-Cap-Struktur, eine chemische 
Modifikation in Eukaryoten zur Erhöhung der Stabilität der mRNA, entfernt werden. Nach 
dieser Modifikation verbleibt ein 5´-Phosphat für die Ligation mit dem RNA-Oligo. Dazu 
wurden die Tobacco Acid Pyrophosphatase (TAP) und folgende Reagenzien auf Eis gemischt: 
 
Reagenz Volumen 
Dephosphorylierte Capra-mRNA  7 µl 
10 x TAP Puffer 1 µl 
RNaseOut (40 U/µl) 1 µl 
TAP (0,5 U/µl) 1 µl 
Gesamtvolumen 10 µl 
 
Tab. 5: Reaktionsansatz zur Entfernung der 5´-Cap-Struktur der mRNA 
 
Der Reaktionsansatz wurde vorsichtig durch Pipettieren vermischt, danach kurz zentrifugiert 
und 1h bei 37°C im Thermoblock inkubiert. Es schloss sich wieder eine Phenol/Chloroform-
Extraktion sowie eine NaOAc/Ethanol-Präzipitation (s. 3.2.1.6) an. Das Pellet wurde in 7 µl 
ddH2O gelöst und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. 
 
Ligation des RNA-Oligo 
Mittels T4 RNA Ligase wurde ein RNA-Oligo an das 5´-Ende der modifizierten mRNA ligiert. 
Damit entsteht eine 5´- und eine 5`Nested-Primerbindungsstelle mit bekannter Sequenz. Dazu 
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wurden 7 µl modifizierte mRNA mit einem RNA-Oligo Aliquot (0,25 µg) vorsichtig gemischt, 
5 min bei 65°C im Thermoblock und anschließend 2 min auf Eis inkubiert. Durch Evaporation 
kann sich das Gesamtvolumen des Ansatzes um 1 µl verringern. Folgende Reagenzien wurden 
auf Eis dazu gegeben: 
 
Reagenz Volumen 
10 x Ligase Puffer 1 µl 
10 mM ATP 1 µl 
RNaseOut (40 U/µl) 1 µl 
T4 RNA Ligase (5 U/µl) 1 µl 
Gesamtvolumen 10 µl 
 
Tab. 6: Reaktionsansatz zur Ligation eines RNA-Oligo mit der modifizierten mRNA 
 
Der Reaktionsansatz wurde vorsichtig durch Pipettieren vermischt, danach kurz zentrifugiert 
und 1h bei 37°C im Thermoblock inkubiert. Es schloss sich wieder eine Phenol/Chloroform-
Extraktion sowie eine NaOAc/Ethanol-Präzipitation (s. 3.2.1.6) an. Das Pellet wurde in 10 µl 
ddH2O gelöst und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. 
 
Reverse Transkription der modifizierten mRNA 
Zum Umschreiben der nun mit einem RNA-Oligo versehenen mRNA in cDNA wurde das First 
Strand cDNA Synthesis Kit RT-PCR AMV (s. 3.2.1.8) verwendet. Dadurch entstand eine 
cDNA library aller im laktierenden Eutergewebe der Ziege transkribierten mRNA´s mit 
bekannten Primersequenzen am 5´- und 3´-Ende. 
 
3.2.1.10 Polymerase Chain Reaction (PCR), Nested PCR und RACE-PCR 
 
PCR und Nested PCR 
Durch die PCR ist eine Amplifikation von DNA-Fragmenten möglich, wenn von zwei 
sequenzspezifischen flankierenden Primern aus, unter Zugabe von Nukleotiden, eine 
hitzestabile Polymerase diesen Genabschnitt exponentiell vermehrt. Durch steuerbare Zeit-
Temperatur-Zyklen wird dabei die DNA zunächst denaturiert, anschließend hybridisieren die 
Primer an der DNA, welche den Start- und Endpunkt der Reaktion festlegen und somit über die 
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Länge der DNA-Fragmente entscheiden. Alle Primersequenzen (s. 3.1.3) wurden mittels 
Abgleich mit der Gendatenbank NCBI, eigenen Sequenzierungsdaten oder über Literatur-
recherche ausgewählt und mit dem Computerprogramm PrimerSelect (DNAStar Inc., Madison, 
USA) auf Basenübereinstimmung überprüft. In der nachfolgenden Elongation, die unter der 
optimalen Temperatur der jeweiligen Polymerase und etwa 1 min pro 1 kb DNA abläuft, 
wurden die DNA-Fragmente amplifiziert. Dieser Zyklus wurde 20 (Nested PCR) oder 32-mal 
(RACE-PCR, PCR) wiederholt.  
Zur Reagenzien-Kontrolle wurden Negativkontrollen eingeschlossen, bei denen die cDNA 
durch eine gleiche Menge ddH2O ersetzt wurde, um Kontaminationen auszuschließen. Als 
Positivkontrolle diente eine PCR mit Primern für das Enzym GAPDH, welches konstitutiv in 
Säugerzellen exprimiert wird (SIROVER 1999). Als Standard-PCR wurde der DreamTaq 
Master-Mix (Fermentas GmbH, St. Leon-Roth) mit dem folgenden Temperatur-Programm 
verwendet:  
95°C 3 min; (95°C 20 sec, Tm°C 30 sec, 72 °C 1 min/1kBp) 32 x; 72 °C 4 min, (4 °C ∞) 
Neben der beschriebenen PCR wurde bei der RACE-PCR Klonierung auch Nested PCR 
Reaktionen verwendet. Dafür wurde ein kurz zuvor erstelltes PCR-Produkt erneut einer PCR 
zugeführt. Die Primer der ersten PCR sind dabei so angelegt, dass eine zweite stromabwärts 
(5´) oder stromaufwärts (3`) positionierte Bindungsstelle entsteht. Dadurch erhöht sich die 
Spezifität, da nur Amplifikate mit diesen zweiten Primerbindungsstellen synthetisiert werden. 
 
RACE-PCR 
Die RACE-PCR ist eine PCR-Variante, die es ermöglicht, Genabschnitte zu amplifizieren, 
deren DNA-Sequenzen unbekannt oder nur teilweise bekannt sind. Durch die Amplifikation 
zweier vollständiger 5´- bzw. 3`-Enden entfällt die Suche nach vollständigen Klonen aus einer 
cDNA Bibliothek (FROHMANN et al. 1988). Dazu wird die mRNA am 5´- und am 3´-Ende 
mit Adaptoren bekannter Sequenz versehen. Damit stehen bereits zwei bekannte 
Primersequenzen für das 5´-Ende (5´und 5´Nested) und für das 3´-Ende (3´und 3´Nested) zur 
Verfügung. Die fehlenden genspezifischen Primer für die RACE-PCR wurden vorher durch 
eine PCR und Sequenzierung der DNA-Segmente getestet. Die Primersequenzen wurden dabei 
von der bis dato einzigen caprinen BCRP Sequenz abgeleitet (NCBI GenBank: DQ904356.1) 
und standardmäßig 10 pmol eingesetzt. Vom caprinen BCRP-Genabschnitt wurden so zwei 
Fragmente amplifiziert, die sich stromabwärts des 5´-Endes und stromaufwärts des 3´-Endes 
etwa in der Mitte des Gens überlappen und später, nach getrennter Klonierung, durch 
Restriktion und Ligation zu einem full-lenght clone (Gesamtklon) vereinigt wurden.  
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Die Generierung des 5´-RACE-Produktes bereitete anfänglich Schwierigkeiten, daher wurde 
eine andere Polymerase verwendet, als für die 3´-RACE-PCR. Mit dem High Fidelity PCR 
Enzyme Mix wurden die besten Ergebnisse erzielt. Der Reaktionsansatz für die 5´- und 3´- 
RACE-PCR wurde folgendermaßen auf Eis angesetzt: 
Reagenzien 5´-PCR 5´-Nested PCR 
GeneRacer 5´Primer (10 µM) 3 µl -- 
1040 R Primer 1 µl -- 
GeneRacer 5´Nested Primer (10 µM) -- 3 µl 
1040 R Primer -- 1 µl 
dNTP mix (jeweils 10 µM) 5 µl 5 µl 
Capra cDNA library 1 µl  
5´ PCR Produkt  1µl 
10 x HiFi PCR Buffer  5 µl 5 µl 
MgSO4, (50 µM) 2 µl 2 µl 
High Fidelity PCR Enzyme Mix 0,4 µl 0,4 µl 
ddH2O x µl x µl 
Gesamtvolumen 50 µl 50 µl 
Cycler: 94 °C 1 min; (94 °C 20 sec, 60 °C 30 sec, 72 °C 1 min) 32 x; 72 °C 5 min, (4 °C ∞) 
 
 
Reagenzien 3´-PCR 3´-Nested PCR 
GeneRacer 3´Primer (10 µM) 3 µl -- 
742 F Primer 1 µl -- 
GeneRacer 3´Nested Primer (10 µM) -- 3 µl 
742 F Primer -- 1 µl 
dNTP mix (jeweils 10 µM) 5 µl 5 µl 
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Capra cDNA library 1 µl  
3´ PCR Produkt  1µl 
MgSO4, (50 µM) 2 µl 2 µl 
10 x AccuPrime PCR Buffer I 5 µl 5 µl 
AccuPrime Taq High Fidelity 0,2 µl 0,2 µl 
ddH2O x µl x µl 
Gesamtvolumen 50 µl 50 µl 
Cycler: 94 °C 1 min; (94 °C 20 sec, 58 °C 30 sec, 68 °C 1 min) 32 x; 68 °C 4 min, (4 °C ∞) 
 
Tab. 7: Reaktionsansätze für die 5´- und 3´-(Nested) RACE-PCR. Zu beachten ist, dass bei den 
Nested RACE PCR´s jeweils lediglich 20 Zyklen durchgeführt wurden und nicht 32 Zyklen. 
 
Um auszuschließen, dass ein Übertrag von genomischer DNA in den RT-PCR-Amplifikaten 
stattgefunden hat, wurden bei allen PCR-Reaktionen Negativkontrollen eingebunden. Dabei 
wurde jeweils die Reverse Transkriptase in der RT-PCR durch ddH2O ersetzt und zur 
Reagenzien-Kontrolle die DNA durch ddH2O ersetzt. Die entstandenen 5´- und 3´-Nested 
Amplifikate wurden elektrophoretisch aufgetrennt, aus dem Agarose-Gel isoliert (s. 3.2.1.5), 
sequenziert (s. 3.2.1.7) und anschließend kloniert. 
 
3.2.1.11 Klonierung  
 
Ligation der 5´und 3´-RACE-PCR-Amplifikate in den Vektor pCRII TOPO  
Die TOPO-Klonierung ermöglicht es, ohne Restriktion und Ligation ein PCR-Produkt, in 
diesem Falle 5´- und 3´-Nested PCR Amplifikate des caprinen BCRP, in einen Vektor zu 
klonieren und diesen anschließend in E. coli Bakterien zu transformieren. Dies ist möglich, weil 
die verwendeten Polymerasen (s. 3.2.1.10, RACE-PCR) beidseitig des PCR-Produkts einen 
Desoxyadenosin-Überhang an den 3´-Enden generieren. Durch die an den Vektor pCRII 
(Invitrogen) kovalent gekoppelte Topoisomerase können diese Überhänge in den Vektor ligiert 
werden, da der Vektor selbst offene Thymidin-Überhänge besitzt.  
Dazu wurden 3 µl 3´-RACE-Amplifikat oder 5´-RACE-Amplifikat, 1 µl ddH2O, 1 µl 
Salzlösung (1,2 M NaCl, 0,06 M MgCl2) und 1 µl Vektor pCRII (10 ng/µl) nach Angaben des 
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Mittels Restriktionsenzymen und anschließender Gelelektrophorese konnten die präparierten 
Plasmide hinsichtlich des Transformationsindex (% der Klone mit transformiertem cBCRP-
Insert) und der Orientierung des Inserts charakterisiert werden, Subklonierungen vorgenommen 
werden und der Vektor pIRESneo3 zur Transfektion linearisiert werden. Mit dem 
Computerprogramm MapDraw (DNAStar Inc., Madison, USA) wurden hierfür geeignete 
Schnittstellen gesucht.  
Da die multiple cloning site der Vektoren pCRII und pIRESneo3 nach Öffnung des Plasmids 
mit EcoRI von jeweils zwei EcoRI-Schnittstellen flankiert wird, war es möglich, das gesamte 
ligierte 5´-Insert (ca. 1000 bp), das 3´-Insert (ca. 1200 bp) und später das Gesamt-cBCRP-
Fragment aus den klonierten Vektoren zu schneiden. Dazu wurden 1 µg Plasmid-DNA, 1 µl 10 
x EcoRI-Puffer, 0,5 µl EcoRI (10 U/µg DNA) und 7,5 µl ddH2O auf Eis vermengt und 1,5 h 
bei 37°C inkubiert und 1 µl des Ansatzes auf ein Agarosegel aufgetragen. 
  
Zur Überprüfung, ob das Insert nach Ligation und Transformation der 5´- und 3´-Einzelklone 
zu einem Gesamtklon die richtige 5´-3`-Orientierung im Vektor pIRESneo3 aufweist, wurden 
weitere Restriktionsenzyme verwendet. Durch die Anwendung von Restriktionsenzymen, die 
eine einzige Schnittstelle im cBCRP-Insert und eine einzige Schnittstelle im Vektor pIRESneo3 
besitzen, erscheinen nach enzymatischem Verdau in der anschließenden Elektrophorese 
Fragmente definierter Größe, die nur bei 5´-3´-Orientierung entstehen können. Hierzu wurden 
die Enzyme SmaI und BamHI FastDigest® (Fermentas) verwendet. Je 1 µg der mittels Midi-
Präparation isolierten Plasmide wurden mit 2 µl 10x Puffer, 1 µl Enzym und 16 µl ddH2O 
vermischt (und 0,5 µl BSA für BamHI), bei 37°C (SmaI 25°C) 1 h (BamHI nur 5 min) inkubiert 
und 1 µl des Ansatzes auf ein Agarosegel aufgetragen. Für die spätere Transfektion wurden für 
eine Mock-Transfektion zu Kontrollzwecken auch Vektoren isoliert und aufgereinigt, deren 
cBCRP-Inserts eine 3`-5`-Orientierung aufwiesen. Die Linearisierung des Gesamtklons 
pIRESneo3/cBCRP und des Mock-Plasmids vor der Transfektion wurde durch das 
Restriktionsenzym PvuI erreicht. Dafür wurden 50 µg Plasmid, 7 µl PvuI (10 U/µg DNA), 20 
µl 10x Puffer und 123 µl ddH2O eingesetzt und 1,5 h bei 37°C im Thermoblock inkubiert. Es 
schloss sich eine Phenol-Chloroform-Extraktion (s. 3.2.1.6) und eine NaOAc/Ethanol-
Präzipitation (s. 3.2.1.6) an.   
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Subklonierung zu einem cBCRP-Gesamtklon im Vektor pCRII  
Zur Subklonierung der getrennt generierten 5`- und 3´-Plasmide zu einem 5´-3´-Gesamtklon in 
den Vektor pCRII wurden die isolierten 5´- und 3´-Plasmide (s. 3.2.1.12) zunächst mit dem 
Restriktionsenzymen KpnI inkubiert. Neben 5 µl 10x NEB1-Puffer, 0,5 µl BSA und 42,5 µl 
ddH2O wurden 1µg Plasmid-DNA und 1 µl KpnI (10 U/µg DNA) gemischt und der Ansatz 1,5 
h bei 37°C inkubiert. Der gesamte 50 µl-Ansatz wurde anschließend mit 6 µl NEB3-Puffer, 0,6 
µl BSA, 2,4 µl ddH2O und 1 µl Bsu36I (10 U/µg DNA) versehen, 1,5 h bei 37°C inkubiert und 
die Enzyme schließlich im Thermoblock bei 80°C über 20 min inaktiviert. Durch die 
Restriktion mit diesen beiden Enzymen wurden die 5´-cBCRP-Inserts der 5`-Plasmide auf diese 
Weise aus dem Vektor herausgeschnitten, die 3`-Plasmide dadurch lediglich geöffnet. Um eine 
Religation der 3´-Plasmide zu verhindern, wurden diese dephosphoryliert. Hierfür wurde der 
gesamte 60 µl-Ansatz der 3´-Plasmide mit 7 µl AP-Puffer, 2 µl ddH2O und 1 µl Antarktische 
Phosphatase (5000 U/ml) vermengt, 1,5 h bei 37°C inkubiert und das Enzym danach 20 min 
bei 65°C inaktiviert. Die DNA der so behandelten 5´- und 3´-Plasmide wurden über Nacht 
gefällt (s. 3.2.1.6), ein präparatives Gel angefertigt (s. 3.2.1.4) und die 5´-Inserts und die 3´-
Plasmide aus einem präparativen Agarosegel extrahiert (s. 3.2.1.5). Zur Ligation des 5`-Inserts 
mit dem 3`-pCRII Vektoranteil zu einem Gesamtklon wurden 11,6 µl ddH2O, 2 µl 10x-Puffer, 
1 µl T4-Ligase (200.000 U/ml), 0,6 µl 3`-Vektoranteil (125 ng/µl) und 4,8 µl 5´-Insert (7,5 
ng/µl) in einem molaren Verhältnis von 1:3 eingesetzt und über Nacht bei 16°C im 
Thermoblock inkubiert. Die anschließende Transformation des Gesamtklons fand mit E.coli 
NEB 5-alpha F´Iq statt und entsprach dem dort genannten Vorgehen. 
 
Subklonierung des cBCRP-Gesamtklons in den Vektor pIRESneo3 zur Transfektion 
Für die Subklonierung des cBCRP-Fragments aus dem Vektor pCRII/cBCRP in den Vektor 
pIRESneo3 für die Transfektion in eukaryotische Zellen wurde das gesamte cBCRP-Fragment 
zunächst mit EcoRI aus dem pCRII-Vektor geschnitten. Dafür wurde 1 µl pCRII/cBCRP (1 
µg), 1 µl 10x Puffer, 0,5 µl EcoRI (10 U/µg DNA) und 7,5 µl ddH2O gemischt und 1,5 h bei 
37°C im Thermoblock inkubiert. Nach dem gleichen Schema wurde der Vektor pIRESneo3 
geöffnet. Der Vektor wurde anschließend dephosphoryliert (s. 3.2.1.9), um eine Religation zu 
verhindern. Dem schloss sich ein präparatives Gel (s. 3.2.1.4) und eine Gelextraktion (s. 3.2.1.6, 
SV Wizard, Promega) an. Dadurch wurde der geöffnete Vektor pIRESneo3 und das aus dem 
Vektor pCRII isolierte cBCRP-Fragment aus dem Gel extrahiert. Das nach der Extraktion 
gewonnene DNA-Pellet wurde in 50 µl ddH2O gelöst. Schließlich wurden 2,4 µl (3 µg) 
pIRESneo3, 15 µl (15 µg) Gesamtklon-Insert, 1 µl T4-Ligase (200.000 U/ml) und 2 µl 10x 
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Puffer gemischt und über Nacht bei 16°C im Thermoblock inkubiert. 10 µl des 
Ligationsansatzes wurden für die anschließende Transformation in E.coli NEB 5-alpha F´Iq 
eingesetzt.   
 
Transformation 
Aus dem erzeugten Ligationsansatz wurden nach Herstellerangaben 2 µl des Ansatzes zu den 
auf Eis aufgetauten E.coli one shot TOP10 bzw. E.coli NEB 5-alpha F´Iq gegeben, der Ansatz 
erneut mit einer Pipettenspitze vorsichtig verrührt und 15 min auf Eis inkubiert. Für die 
Transformation erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C für exakt 30 Sekunden im Wasserbad und 
danach eine sofortige Kühlung des Ansatzes auf Eis. Nach Zugabe von 250 µl SOC-Medium 
bei RT wurden die Bakterien (Zellsuspension) 1 h bei 37°C und 200 rpm geschwenkt. 
Anschließend wurden zwischen 10 und 100 µl Zellsuspension mittels Drigalski-Spatel auf 
Agarplatten ausgestrichen und über Nacht bei 37°C bebrütet: 
 
Zur Einzelklonselektion wurden am nächsten Tag 24 vereinzelte Kolonien mit autoklavierten 
Zahnstochern aufgenommen, in mit 3 ml LB-Medium gefüllte Reagenzgläser überführt und bei 
37°C und 225 rpm über Nacht im Schüttelinkubator bebrütet. 
 
Kryokonservierung von Bakteriensuspensionen  
Zur langfristigen Konservierung der generierten Bakterienklone wurden Kryoröhrchen mit 173 
µl ultrapurem Glycerin gefüllt und 30 min bei 121°C autoklaviert, verschlossen und kühl 
gelagert. Pro Röhrchen wurden dann 827 µl Bakteriensuspension ausgewählter Einzelklone 
durch Pipettieren und Invertieren dem Glycerin zugesetzt, in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und gelagert.  
 
3.2.1.12 Plasmid-Präparationen  
 
Mini-Präparation 
Die durch Einzelklonselektion generierten 5´- und 3´- Klone bzw. die späteren Gesamtklone 
wurden einer alkalischen Lyse nach (BIRNBOIM UND DOLY 1979) unterzogen, um die 
Plasmid-DNA zu isolieren. Dazu wurden jeweils 1,5 ml der Übernacht-Kultur in ein 2,0 ml 
Eppendorf Tube überführt, für 30 sec bei 13.000 rpm bei 4 °C zentrifugiert und der Überstand 
verworfen. Das Zellpellet wurde in 100 µl M I Lösung (s. 3.1.7) resuspendiert und 5 min 
inkubiert, wodurch die Zellwand der Bakterien destabilisiert wurde. Durch die anschließende 
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Zugabe von 250 µl M II Lösung (s. 3.1.7), eine Lösung, die das anionische Detergenz SDS 
enthält, wurde die Lyse der Bakterien vervollständigt. Die Zellsuspension wurde gevortext, bis 
das Lysat klar wurde und danach 5 min auf Eis inkubiert. Durch die Zugabe von 150 µl eiskalter 
M III Lösung (s. 3.1.7) wurde das Lysat neutralisiert, wobei der Ansatz auf dem Vortex 
verblieb, bis die Lösung viskös war. Der Ansatz wurde 10 min auf Eis inkubiert und 10 min bei 
13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues 2,0 ml Eppendorf Tube 
überführt und eine Phenol-Chloroform-Extraktion sowie eine NaOAc/Ethanol-Präzipitation (s. 
3.2.1.6) durchgeführt. Die auf diese Weise entstandenen DNA-Pellets wurden daraufhin in 50 
µl ddH2O gelöst. 
 
Midi-Präparation  
Um große Mengen an hochreiner Plasmid-DNA zu erhalten, wurde das Qiagen® Plasmid Midi 
Purification Kit (Qiagen) verwendet. Am Vorabend wurden hierfür jeweils 20 µl einer 
Übernachtkultur (3 ml) des entsprechenden Klons in 20 ml LB-Medium pipettiert und über 
Nacht bei 37°C und 225 rpm geschwenkt. Die Zellsuspension wurde am nächsten Morgen bei 
6000 x g 15 min bei 4°C sedimentiert und das Pellet im Puffer P1 resuspendiert. Nach der 
Zugabe von 4 ml Puffer P2 für 5 min bei RT wurden 4 ml des auf 4°C vorgekühlten Puffers P3 
zugegeben, der Ansatz 15 min auf Eis inkubiert und schließlich bei 20.000 x g für 30 min bei 4 
°C zentrifugiert. Der Überstand wurde unter gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert und 
dieser Überstand in eine vorher mit dem QBT Puffer äquilibrierte Qiagen-Säule überführt. Nach 
dem Durchlaufen des Überstandes wurde die Säule zweimalig mit 2 ml Puffer QC gewaschen. 
Danach wurden die in der Säule gebundene Plasmid-DNA mittels 5 ml Puffer QF eluiert. Die 
Fällung der Plasmide wurde durch Zugabe des 0,7-fachen Volumens Isopropanol und einer 
anschließenden Zentrifugation bei 14.000 x g für 30 min bei 4°C erreicht. Der Überstand wurde 
verworfen und das DNA-Pellet in 2 ml 70% Ethanol gewaschen, um Salzreste zu entfernen, 
und rezentrifugiert. Die Pellets wurden luftgetrocknet, zunächst je nach Größe des Pellets in 
100-250 µl ddH2O gelöst und nach der Konzentrationsbestimmung der DNA (s. 3.2.1.3) auf 1 
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Die Untersuchung der subzellulären Lokalisation des caprinen BCRP in Dünndarm, Dickdarm, 
Lunge, Niere, Leber und Euter (jeweils n≥3) wurde an Paraffinschnitten (4 µm) durchgeführt. 
Wenn nicht anders erwähnt, fanden alle Schritte bei Raumtemperatur statt. Die Gewebeschnitte 
wurden freundlicherweise durch das Institut für Veterinär-Pathologie, Universität Leipzig, 
hergestellt und auf Polysine® Slides Objektträger aufgezogen.  
Zunächst wurden die Präparate konventionell entparaffinisiert: 10 min in Xylol, 5 min in 
frischem Xylol, 2 x 3 min in absolutem Ethanol, 2 x 3 min in 95% Ethanol und 2 x 3 min in 
70% Isopropanol. Nach Eintauchen für 3 x 10 sec in Leitungswasser wurden die Schnitte 30 
min mit PBS rehydriert. Die Antigendemaskierung, die die Quervernetzungen der Proteine 
unter dem Einfluss des Formalins rückgängig macht, wurde durch Hitzebehandlung erreicht. 
Die Objektträger wurden dazu in 10 mM Citratpuffer pH 6,0 in einem Wasserbad 25 min bei 
96°C erhitzt. Um zu überprüfen, ob die Demaskierung erfolgreich verlief, wurde als 
Negativkontrolle anfänglich dieser Schritt übersprungen. Nach Abkühlung auf RT nach mind. 
30 min wurden die Objektträger 3 x 5 min in ddH2O und 1 x 5 min in PBS gewaschen. Zur 
Hemmung der endogenen Peroxidaseaktivität wurden die Gewebeschnitte für 15 min in 2% 
H2O2 in Methanol inkubiert. Diese Reaktion wurde durch Waschen für 3 x 5 min in PBS 
gestoppt. Danach wurde der Roti®Liquid-Barrier Marker präzise um die Gewebeschnitte auf 
die Objektträger aufgetragen, um den Bereich der Antikörperinkubation so klein wie möglich 
zu halten. Das Blocken unspezifischer Bindungen wurde durch Inkubation in 1-2 ml 5%-igem 
Ziegenserum in PBS (Blocking-Puffer) für 1 h erreicht. Der Blocking-Puffer wurde 
abgenommen und der Primärantikörper aufgetragen. Sowohl der Primär- als auch der 
Sekundärantikörper wurden in Blocking-Puffer verdünnt. Verwendet wurden die 
Primärantikörper BXP-21 (SCHEFFER et al. 2000, MALIEPAARD et al. 2001) und BXP-53 
(MERINO et al. 2009) in Verdünnungsstufen von 1:100, 1:50 und 1:20 zur Inkubation jeweils 
für 1 h bei RT oder bei 4°C über Nacht. Als externe Positivkontrolle diente humane Plazenta 
(3. Trimenon ohne krankhaften Befund; freundlicherweise bereitgestellt durch Prof. Dr. Horn, 
Institut für Pathologie, Medizinische Fakultät, Universität Leipzig). Dieses Gewebe exprimiert 
nachweislich humanes BCRP (DOYLE et al. 1998, MALIEPAARD et al. 2001). Bei den 
internen Negativkontrollen wurde der Primärantikörper durch Blocking-Puffer ersetzt. Nach 
dieser Inkubation wurden die Objektträger 3 x 10 min in PBS gewaschen und 1-2 ml des HRP-
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konjugierten Sekundärantikörpers in einer Verdünnung von 1:100 zur Inkubation für 1 h 
aufgetragen. Nach erneutem Waschen 3 x 10 min in PBS wurde die Entwicklungslösung immer 
frisch und möglichst lichtgeschützt angesetzt. Dazu wurde 0,1 g DAB zunächst in 2 ml ddH2O 
gelöst, dieser Ansatz wurde dann in 98 ml PBS gelöst und mit NaOH auf einen pH-Wert von 
7,5 eingestellt. Kurz vor der Anwendung der Entwicklungslösung wurde für 100 ml 
Entwicklerlösung 38,8 µl 35%-ige H2O2-Lösung zugegeben, verrührt und der pH-Wert ein 
letztes Mal gemessen. Die Objektträger wurden für max. 10 -14 min unter mikroskopischer 
Kontrolle entwickelt. Dann wurden die Objektträger 2 x 3 min in PBS gewaschen und die 
Gegenfärbung der Zellkerne angeschlossen. Von dem vor Gebrauch filtrierten Hämatoxylin 
wurde etwa 1-2 ml für 5 sec unverdünnt aufgetragen und danach solange in ddH2O getaucht, 
bis sich kein Farbstoff mehr von den Gewebeschnitten gelöst hat. Das Bläuen des 
Zellkernchromatins fand anschließend in lauwarmem Leitungswasser für 10 min unter 
mikroskopischer Kontrolle statt und wurde durch mehrmaliges Eintauchen in ddH2O beendet. 
Zur Dehydrierung wurden die Gewebeschnitte 2 x 3 min in 70% Isopropanol, 2 x 3 min in 95% 
Ethanol, 2 x 3 min in absolutem Ethanol, 2 x 3 min in Xylol und ein letztes Mal für 5 min in 
frischem Xylol belassen. Nach Aufpipettieren eines Tropfens mounting medium wurden die 
Objektträger mit Deckgläschen versehen und luftgetrocknet. Anschließend wurden mit dem 
Lichtmikroskop BX50 (Olympus, Hamburg) und der CC12 Mikroskop-Kamera (Soft Imaging 
System) repräsentative Aufnahmen angefertigt. 
 
3.2.2.2 SDS-PAGE und Western Blot 
 
Proteingewinnung aus Zellen und Gewebe 
Für die Aufarbeitung von MDCKII-Zellen wurden die Zellen bis zur Subkonfluenz in zwei 100 
mm Petrischalen kultiviert und zu Beginn 2 x mit eiskaltem PBS gewaschen. Nach Zugabe von 
500-1000 µl RIPA-Lysis-Puffer (incl. 1% Triton-X100 und 1/100 Protease-Inhibitor-Cocktail) 
wurden die Zellen mit einem Zellschaber geerntet und das Lysat in einem 1,5 ml Röhrchen 1 h 
auf Eis inkubiert und dabei alle 10 min im Vortex aufgeschüttelt. Danach wurde das Lysat 10 
x 2 sec lang alle 10 Sekunden mit Ultraschall behandelt, zwischendurch auf Eis gekühlt und 
anschließend für 5 min bei 1000 x g bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, 
mit einem Aliquot mittels BCA-Assay (s. 3.2.2.3) die Proteinmenge bestimmt und die 
Proteinlysate auf 1 µg/µl Endkonzentration standardisiert.  
Zur Untersuchung von Gewebe wurde ein erbsengroßes Stück des jeweiligen Gewebes in 2 ml 
RIPA-Lysis-Puffer (incl. 1% Triton-X100 und 1/100 Protease-Inhibitor-Cocktail) mittels Ultra-
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Turrax homogenisiert und das Homogenat durch Gaze filtriert. Das Homogenat wurde mit 50 
mM DTT versetzt, 1 h Stunde auf Eis inkubiert und dabei alle 10 min aufgeschüttelt. Die 
Proteinproben wurden 10 x 2 sec lang alle 10 Sekunden mit Ultraschall behandelt, 
zwischendurch auf Eis gekühlt und anschließend für 5 min bei 1000 x g bei 4°C zentrifugiert. 
Der Überstand wurde abgenommen, mit einem Aliquot mittels BCA-Assay (s. 3.2.2.3) die 
Proteinmenge bestimmt und die Proteinlysate auf 1 µg/µl Endkonzentration standardisiert. 
Zu den Zell- bzw. Gewebe-Lysaten wurden anschließend 5 x Probenpuffer (100 mM Tris-HCl 
pH 6,8, 4% SDS, 20% Glycin, 0,25% Bromphenolblau; 10 µl pro 40 µl Proteinprobe) und 100 
mM β-Mercaptoethanol zu den Zelllysaten bzw. 50 mM DTT zu den Gewebelysaten zugegeben 
und 10-50 µl der Proteinproben auf ein SDS-PAGE Gel aufgetragen.  
 
SDS-PAGE 
Durch die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteine ihrer Größe in einem 
elektrischen Feld aufgetrennt. Im Vorfeld wurden hierfür die Reagenzien der SDS-PAGE Gele 
vermischt. Die Gele mussten anschließend mind. 45 min polymerisieren. Danach wurde das 
eigentliche Trenngel mit einem Sammelgel überschichtet. Die Zusammensetzung der Gele war 
dabei wie folgt: 
      Sammelgel Trenngel (7,5%)    Trenngel (10%) 
Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0,8%) 0,67 ml       2,5 ml  3,33 ml 
Trenn- bzw. Sammelgelpuffer (s. 3.1.7) 1,25 ml        2,5 ml    2,5 ml 
ddH2O      3,05 ml      4,94 ml  4,12 ml 
APS 10%        30 µl          50 µl     50 µl 
TEMED          5 µl          10 µl       5 µl 
 
Für den Nachweis von BCRP (ca. 72 kDa) wurde ein 7,5%-iges Gel verwendet, für den 
Nachweis von NPTII und GAPDH (30-38 kDa) wurde ein 10%-iges Gel verwendet. 
Die polymerisierten Gele wurden dann in eine vertikale Elektrophoresekammer eingespannt, 
die mit Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycerin, 0,1% SDS, pH 8,3) befüllt wurde. Die 
Laufzeit betrug 15 min bei 80 V und danach 90 min bei 150 V.  
 
Western Blot 
Der Proteinnachweis in Geweben und Zellen mittels SDS-PAGE erfolgte mittels spezifischer 
Antikörper. Dazu mussten die Proteine zunächst auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen 
werden. Unter die PVDF-Membran wurde in zwei Lagen Blotting-Papier gelegt, auf die PVDF-
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Membran wurde das Trenngel und darüber wiederum zwei Lagen Blotting-Papier gelegt. Diese 
geschichteten Lagen auf der Semi-Dry-Blottingkammer wurden mit Transferpuffer 
durchtränkt, die Kammer geschlossen und 30 min eine Spannung von 15 V angelegt. 
Unspezifische Bindungen der PVDF-Membran wurden anschließend über Nacht mit 5% 
Milchpulver in TBST bei 4°C geblockt. Pro Membran wurden 3 ml der Primär-Antikörper rat 
Anti-BCRP BXP-53 (1:100 in 3% Milchpulver), rabbit Anti-NPTII (1:500 in 3% Milchpulver) 
oder rabbit Anti-GAPDH (1:2000) (s. 3.1.4) am nächsten Morgen aufgetragen und über 1 h 
unter leichtem Schwenken inkubiert. Die Membran wurde danach 3 x 10 min in TBST bei RT 
gewaschen. Hierauf wurden die AP-konjugierten Sekundärantikörper Anti-rat-AP (gegen BXP-
53: 1:5000 in 3% Milchpulver), Anti-rabbit-AP (gegen NPTII: 1:2000 in 3% Milchpulver bzw. 
gegen GAPDH 1:4000 in 3% Milchpulver) für eine weiter Stunde unter leichtem Schwenken 
inkubiert und danach 4 x 10 min in TBST und 1 x 10 min in TBS bei RT gewaschen. Der 
farbliche Nachweis der jeweiligen Protein-Bande erfolgte mittels Western Blue Stabilized 
Substrate for AP in Dunkelheit für 10-20 min. Dieser Farbumschlag wurde durch zweimaliges 
Waschen für 10 min in Leitungswasser gestoppt, die Membran wurde danach luftgetrocknet.  
Zur densitometrischen Bestimmung von Proteinmengen wurde zudem die Image Analysis 
Software (SynGene, Cambridge, England) genutzt. Die Daten zur Densitometrie (n = 2) wurden 
mit dem two-way ANOVA Test und anschließendem Bonferroni post hoc Test (Prism, 
GraphPad Software Inc., San Diego, USA) statistisch analysiert. 
 
3.2.2.3 BCA-Assay zur Bestimmung der Proteinkonzentration 
 
Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen für Western Blot Analysen und auch für den 
Höchst H33342-Assay erfolgte mit dem Pierce® BCA Protein Assay Kit nach Angaben des 
Herstellers. Diese kolorimetrische Detektion und Quantifizierung des Proteingehaltes beruht 
auf der Biuret-Reaktion, bei der Proteine in einem alkalischen Milieu Cu+2 zu Cu+1 reduzieren. 
Die Cu+1-Kationen werden anschließend durch Bicinchoninsäure chelatisiert, wodurch ein 
lilafarbenes Reaktionsprodukt entsteht. Dieser wasserlösliche Komplex zeigt eine starke 
photometrische Absorption bei 562 nm, welche nahezu linear mit steigenden Protein-
konzentrationen im Bereich von 20-2000 µg/ml ansteigt. Zur Standardisierung wurde eine 
BSA-Standard Verdünnungsreihe bekannter Konzentration mitgemessen. Von dieser 
Standardkurve aus wurden die Proteinkonzentrationen nach Vorgabe des Herstellers bestimmt.  
 





3.2.3.1 Kultivierung der Zellen 
 
Kultivierung und Passagierung 
Die verwendeten MDCKII-Zellen wurden in 75 cm2 Kulturflaschen (T75) bei 37°C und 5% 
CO2 in wasserdampfgesättigten Brutschränken kultiviert. Für die Versuche wurden die Zellen 
wahlweise in 25 cm2 Kulturflaschen (T25), in 6-well, 12-well, 24-well oder 96-well 
Mikrotiterplatten in den folgenden Volumina kultiviert bzw. durch Trypsin/EDTA passagiert: 
Bei einer Konfluenz von 85-90% wurden die Zellen mit dem gleichen Volumen, wie das 
Kulturgefäß Medium enthielt, 2 x mit PBS gewaschen, danach Trypsin/EDTA in der o.g. 
Menge für 5-10 min zugegeben und im Brutschrank inkubiert. Die Trypsinreaktion wurde durch 
die Zugabe des gleichen Volumens frischen Mediums, wie das Kulturgefäß Medium enthielt, 
abgestoppt. Die Zellen wurden zur Vereinzelung mehrfach mit einer Pipette resuspendiert und 
anschließend in einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt. Dazu wurde ein Tropfen der 
resuspendierten Zellsuspension in die Zählkammer gegeben, vier Quadrate ausgezählt und der 
Mittelwert gebildet, woraus sich die Zellzahl von (x) x 104 Zellen/ml ergibt. Zur Überprüfung 
der Zellvitalität wurden 5 µl 1% Trypanblau mit 45 µl Zellsuspension vermischt, 5 min bei RT 
inkubiert und, wie oben beschrieben, ausgezählt. Trypanblau (400 mg Trypanblau, 810 mg 
NaCl, 60 mg K2HPO4 ad 100 ml H2O) färbt nur Zellen, deren Membranintegrität gestört ist, 
nicht aber vitale Zellen. Zur weiteren Kultivierung der Zellen wurde 1/10 der Zellsuspension in 
ein mit frischem Medium gefüllten Kulturgefäß überführt oder eine bestimmte Anzahl an Zellen 
für Versuche bzw. Assays ausgesät.  
 
Pelletierung der MDCKII-Zellen zur RNA-Isolation 
Zur RNA-Isolation (s. 3.2.1.1) wurden 5 x 106 subkonfluente Zellen, die durch Trypsinisierung 
gewonnen wurden, zweimal durch Zentrifugation bei 1500 x g bei 4°C für 10 min mit PBS 
gewaschen, pelletiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.  
 
Kryokonservierung und Auftauen der MDCKII-Zellen 
Zur langfristigen Lagerung der MDCKII-Zellen wurden 5 x 106 Zellen mittels Zentrifugation 
bei 800 x g bei 4 °C für 10 min pelletiert und in 1 ml eisgekühltem Einfriermedium (s. 3.1.6) 
in Kryoröhrchen resuspendiert. Es folgte das schrittweise Einfrieren bei -80°C in einer 
Styroporbox über 2-5 Tage und schließlich die Lagerung in flüssigem Stickstoff.  
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Bei Bedarf wurden die Kryoröhrchen im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, in 10 ml MDCKII-
Medium resuspendiert und mittels Zentrifugation bei 800 x g bei RT für 10 min pelletiert, um 
DMSO-Reste im Überstand zu entfernen. Das entstandene Zellpellet wurde in 10 ml MDCKII-
Medium resuspendiert und die Zellen in Kulturflaschen in den Brutschrank überführt. 
 
Test der Zellkultur auf Kontamination mit Mycoplasma spp.  
In regelmäßigen Abständen wurden die Zellen auf Kontaminationen mit Mycoplasmen 
untersucht. Hierzu wurden 2 ml Zellkulturüberstand mittels PCR untersucht. Als 
Positivkontrolle stand DNA aus mit Mycoplasma infizierten HeLa-Zellen von Prof. Dr. Dr. 
Vahlenkamp, Institut für Virologie, Veterinärmedizinische Fakultät, Universität Leipzig, zur 
Verfügung (nach ELDERING et al. 2004).  
 
3.2.3.2 Stabile Transfektion der MDCKII-Zellen  
 
Die MDCKII-Zellen (Wildtyp, p44) wurden zwei Tage vorher in 100 mm Petrischalen bis zu 
einer Konfluenz von 50-60% kultiviert und vor der Transfektion zweimal mit PBS gewaschen. 
Der stabile Einbau des generierten caprinen BCRP-Plasmids und des Mock-Plasmids in 
MDCKII-Zellen erfolgte mit dem Transfektionsreagenz Effectene® in zwei Schritten. Zunächst 
wurden 2 µg linearisierte Plasmid-BCRP-DNA bzw. Mock-DNA (s. 3.2.1.12) mit 300 µl EC-
Puffer und 16 µl Enhancer gemischt und die DNA dadurch komplexiert. Nach Inkubation für 5 
min bei RT wurde 60 µl Effectene Reagenz dazu gegeben, wodurch die DNA mit kationischen 
Lipiden ummantelt wurde. Dieser Transfektionsansatz wurde in 3 ml MDCKII-Medium 
aufgenommen und unmittelbar tropfenweise zu den Zellen gegeben. 12 Stunden nach dem 
Auftropfen des Transfektionsansatzes wurden die Zellen wiederum zweimal mit PBS 
gewaschen und frisches MDCKII-Medium zugegeben.  
Nach 24 Stunden wurde die G418-Selektion mit Selektionsmedium (s. 3.1.6) über 7 Tage 
gestartet. In einem Vorversuch wurde sichergestellt, dass die verwendeten G418-
Konzentrationen (800-1000 µg/ml) für den MDCKII-Wildtyp toxisch sind. Jene Kolonien, die 
die Selektion aufgrund ihrer G418-Resistenz überlebten, wurden mit trypsinbenetzten 
Filterpapieren unter mikroskopischer Kontrolle von den Petrischalen abgelöst, in 24-well 
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3.2.3.3 Einzelklonselektion der transfizierten MDCKII-Zellen 
 
Nach 7 Tagen der Kultivierung im Selektionsmedium wurden die Zellen mit Trypsin gelöst, 
durch Resuspendieren vereinzelt und ausgezählt. Um zu gewährleisten, dass im anschließenden 
96-well Format nur noch eine einzige Zelle pro well kultiviert wird, wurde eine 
Verdünnungsreihe angesetzt, die 2 x 104 Zellen in 4 ml Medium enthielt (5000 Zellen/ml). Der 
Erfolg dieser Verdünnung wurde mikroskopisch bestätigt und es wurden auch nur die wells 




Das stabile Tetrazoliumsalz WST-1 wird durch eine hauptsächlich membranständig ablaufende 
und NADPH-abhängige Reduktion zu dem blau-violetten Formazan umgesetzt. Die Menge des 
umgesetzten WST-1 korreliert dabei direkt mit der Anzahl metabolisch aktiver Zellen. Der 
WST-1 Test wurde mit allen potentiellen cBCRP-Substraten/Inhibitoren (s. Tab. 8) und den 
verwendeten Lösungsmitteln (DMSO und Methanol) durchgeführt, welche später auch im 
Höchst H33342-Assay eingesetzt wurden. Dieser Test erlaubt eine sehr sensitive Aussage über 
die Zellviabilität in Anwesenheit der getesteten Substanzen. Damit kann man mit hinreichender 
Sicherheit feststellen, dass der Höchst H33342-Efflux nicht durch toxische Effekte der 
getesteten Substanzen beeinflusst wurde. Hierfür wurden 5 x 104 Zellen/ml in 96-well Platten 
ausgesät und bei einer Konfluenz von 80% zwei Stunden lang mit der Substanz in 
verschiedenen Konzentration vorinkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit 37°C warmem 
PBS wurde das WST-1 Reagenz 1:20 in Medium verdünnt und davon 100 µl pro well hinzu 
pipettiert. Zur Kontrolle wurden die Zellen in jedem Versuch auch mit 0,1% TritonX-100 
behandelt, was das Absterben aller Zellen bewirkte. Im Spektrophotometer wurde unmittelbar 
der Zeitpunkt t0 und daraufhin der Zeitpunkt t60 gemessen (420-480 nm; Referenzwert 600 
nm) und die Zellviabilität nach Angaben des Herstellers ermittelt. 
 
3.2.3.5 Höchst H33342-Transportassay 
 
Als spezifisches Substrat für BCRP eignet sich der blaue Zellkernfarbstoff Höchst H33342 zur 
Untersuchung des Substratspektrums des BCRP (SCHARENBERG et al. 2002, KIM et al. 
2002). Höchst H33342 (2,5'-Bi-1H-benzimidazole) hat ein Molekulargewicht von 615.99 g/mol 
mit der Molekülformel C27H28N6O.3HCl.3H2O. Dieser Zellkernfarbstoff penetriert wegen 
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seiner Lipophilität passiv die Zellmembran und reichert sich zunächst im Zytosol und dann im 
Zellkern an, wo er an der DNA bindet, ohne zu interkalieren. Erst wenn der Farbstoff an DNA 
gebunden hat, zeigt er ein Absorptionsmaximum bei 350 nm und ein Emissionsmaximum bei 
461 nm. BCRP transportiert Höchst H33342 effektiv aus der Zelle heraus, so dass sich der 
Farbstoff nicht intrazellulär anreichern kann. Durch die Inhibition der BCRP-Aktivität durch 
den spezifischen Inhibitor Ko143 (ALLEN et al. 2002) kann sich der Farbstoff wieder in den 
Zellen anreichern. Die Menge des gebundenen Farbstoffes kann im Fluoreszens-
spektrophotometer gemessen werden. In einem ersten Schritt wurde die Konzentrations- und 
Zeitabhängigkeit der Höchst H33342-Akkumulation untersucht und in einem zweiten Schritt 
die potentiellen BCRP-Substrate bzw. –Inhibitoren getestet (s. Tab. 8). Für den Höchst H33342-
Assay wurden 5 x 104 Zellen/ml in 96-well Platten ausgesät. Bei einer Konfluenz der Zellen 
von 80% wurden die potentiellen BCRP-Substrate bzw. –Inhibitoren in MDCKII-Medium 2 h 
lang ohne Höchst H33342 vorinkubiert (200 µl/well). Danach wurden das Inkubat abgesaugt 
und die Substanzen nun zusammen mit Höchst H33342 (20 µM) in MDCKII-Medium 
lichtgeschützt aufgetragen (200 µl/well) und im Brutschrank inkubiert. Zur Untersuchung der 
Zeitabhängigkeit der Höchst H33342-Akkumulation und der Inhibition mit Ko143 (5 µM) 
wurden die Zeitpunkte (in Minuten) t5, t10, t15, t20, t30 und t60 gewählt, für die nachfolgenden 
Versuche mit den potentiellen Substraten wurden die Zeitpunkte t5 und t20 gewählt. Nach 
dieser Zeit der Inkubation wurden die wells zweimal mit 200 µl eiskaltem PBS gewaschen, um 
den Überstand über den Zellen möglichst vollständig zu entfernen. Danach erfolgte eine Lyse 
der Zellen mit 1% SDS in PBS, um die verbleibende intrazelluläre Fluoreszenz zu messen. 
Folgende Messparameter wurden dabei für die Messung der Lysate verwendet: 
Anregungswellenlänge: 360 nm, Emissionswellenlänge: 465 nm, Anzahl der Blitze: 3, 
Schütteldauer kreisförmig: 10 sec, Einheit: RFU (relative fluorescence units); 
Fluoreszensspektrophotometer, Tecan, Crailsheim. Im Anschluss an die Messung erfolgte die 
Proteinbestimmung mittels BCA-Assay (s. 3.2.2.3). Die intrazelluläre Fluoreszenz wurde auf 
den Proteingehalt der Zellen bezogen und standardisiert. Ermittelt wurden jeweils die 
Mittelwerte von mindestens zwei unabhängigen Experimenten ± Standardabweichung (n=12). 
Die intrazelluläre Fluoreszenz der Mock-Kontrolle wurde als Negativkontrolle in Relation zu 
den cBCRP-Zellen gesetzt und der maximalen Inhibition durch Ko143 gegenübergestellt. Nach 
den Höchst-Assays wurden die Messdaten hinsichtlich ihrer Normalverteilung untersucht. 
Zur Validierung des Versuchsaufbaus des Assays diente Enrofloxacin als bekanntes BCRP-
Substrat (s. 4.3.1). Weiter wurden Substanzen ausgesucht, die in der veterinärmedizinischen 
Praxis eine breite Anwendung finden. Dazu gehören v.a. Antibiotika, Antiparasitika und 
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Antiphlogistika/Antipyretika. Die Substanzen standen bei der Erstellung dieser Arbeit als 
zugelassenes Präparat zur Verfügung, konnten für die Versuche auch als Reinsubstanz in p.A. 
Qualität bezogen werden und waren zum größten Teil noch nicht als BCRP-Substrat 
beschrieben. Neben Tierarzneimitteln wurden auch pflanzliche Futtermittelinhaltstoffe 
herangezogen, für die die gleichen Kriterien galten. Die getesteten Konzentrationen orientierten 
sich dabei an maximalen Plasmaspiegeln aus in vivo Versuchen mit Rindern, Schafen und 
Ziegen (www.vetidata.de und www.vetpharm.ch). Für die Flavonoide Equol und Querzetin 
wurden etablierte Konzentrationen anderer Arbeitsgruppen übernommen (AN et al. 2011). Dies 
sind:  
 Cmax (µM) 10 x Cmax (µM) 50 x Cmax (µM) 
Eprinomectin 0,05 0,5 2,5 
Moxidectin 0,05 0,5 2,5 
Albendazol 6,86 68,6 343 
Oxfendazol 0,63 6,3 31,5 
Cefalexin 34,5 345 1725 
Cefazolin 35,22 352,2 1761 
Ceftiofur 8,02 80,2 401 
Enrofloxacin 12 120 600 
Marbofloxacin 3 30 150 
Lincomycin 7,81 78,1 390,5 
Tilmicosin 1,03 10,3 51,5 
Tylosin 1,09 10,9 54,5 
Flunixin 16,88 168,8 844 
Natriumsalicylat 306,03 3060,3 15301 
Ampicillin 13,3 133 666,7 
Cloxacillin 2,26 22,6 113 
Sulfethoxypyridazin 66,16 661,6 3308 
Chlortetrazyklin 0,004 0,04 0,2 
Tetracyclin 0,004 0,04 0,2 
Equol 2,5 25 50 
Querzetin 2,5 25 50 
 
Tab. 8: Arzneimittel und Pflanzeninhaltsstoffe sowie deren Konzentrationen, die im WST-1 
Test und im Höchst H33342-Assay untersucht wurden. Bei den WST-1Tests wurde zudem noch 
1/10 der Cmax Konzentration getestet. Cmax: maximale Plasmakonzentration. 





4.1 Klonierung des caprinen BCRP (cBCRP) 
 
4.1.1 RACE-PCR und Klonierung des cBCRP full-length Klons 
 
Um das caprine BCRP zu untersuchen und einen full-length Klon zu erstellen, wurde eine 
RACE-PCR durchgeführt und die RACE-PCR-Produkte kloniert sowie sequenziert. Dazu 
wurde aus dem laktierenden Euter der Ziegenrasse Deutsche Weiße Edelziege zunächst mRNA 
mit einer Reinheit von 1,79 (OD260/280) isoliert (s. 3.2.1.1 und 3.2.1.2).  
Durch Reverse Transkription wurde anschließend eine cDNA-library aller transkribierten 
mRNA´s im Eutergewebe erstellt (s. 3.2.1.8 und 3.2.1.9). Zum spezifischen Nachweis der 
cBCRP-DNA in der cDNA-library wurde zunächst eine PCR durchgeführt. Die Forward (For)- 
und Reverse (Rev)-Primer (724-For und 1287-Rev) wurden aus der einzigen vorhandenen 
caprinen BCRP-cDNA-Sequenz der chinesischen Xinong Saanen Ziege in der NCBI-
Gendatenbank (DQ904356) abgeleitet. Die so gewonnenen PCR-Produkte wurden 
anschließend sequenziert, mittels NCBI BLAST mit der Gendatenbank verglichen und als 
cBCRP-DNA identifiziert. Somit standen nun ein genspezifischer For- und ein Rev-Primer für 
die RACE-PCR zur Verfügung, mit denen die gewünschten überlappenden cBCRP-Produkte 
amplifiziert werden konnten. Das Klonierungsschema ist in Abbildung 4 gezeigt. 
 
Abb. 4: Klonierungsschema zur Generierung der Expressionsvektoren für die Transfektion der 
MDCKII-Zellen. 
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4.1.1.1 3´-RACE-PCR des cBCRP  
 
Mit dem genspezifischen Primer 742-For konnte mittels PCR und anschließender Nested-PCR 
aus der adaptorligierten cDNA-library ein Produkt der erwarteten Größe (ca. 1300 bp) 
amplifiziert werden (s. 3.2.1.10). Das 3´-Nested RACE-PCR Produkt wurde nach der 
Gelelektrophorese aus dem Gel extrahiert, zur Kontrolle der Aufreinigung erneut einer 
Elektrophorese unterzogen (s. Abb. 5) und sequenziert. 
Die Sequenzierung dieses 3´-DNA-Fragments bestätigte, dass es sich um das vollständige 3´-
Ende des cBCRP handelte, welches nun zur Klonierung zur Verfügung stand. 
 
4.1.1.2 5´-RACE-PCR des cBCRP 
 
Für die 5´-RACE-PCR aus der adaptorligierten cDNA-library diente der genspezifische Primer 
1287-Rev. Obwohl in Vorversuchen mit diesem Primer eine Amplifikation eines cBCRP-
Fragments mittels PCR möglich war und durch Sequenzierung die Identität bestätigt wurde, 
konnten zunächst keine RACE-PCR-Produkte mit cBCRP-Sequenz gewonnen werden.  
Daher wurde eine Optimierung des PCR-Protokolls vorgenommen (s. 3.2.1.10). Diese 
beinhaltete eine Verdünnung der verwendeten cDNA im Verhältnis 1:5 und 1:10 in ddH2O, die 
Verringerung der Annealingtemperatur Tm von 58°C auf 55°C, der Einsatz von 3% und 5% 
Formamid und die Erhöhung der PCR-Zyklen von 32 auf 35. Mit keinem dieser Optimierungs-
versuche konnten 5´-RACE Produkte mit cBCRP-Sequenz erzeugt werden.  
Erst durch den Einsatz eines weiteren genspezifischen Primers (1040-Rev) und einer weiteren 
Polymerase (High Fidelity PCR Enzyme Mix, Fermentas) konnte mittels PCR und 
anschließender Nested-PCR ein 5´-RACE Amplifikat der erwarteten Größe (ca. 1200 bp) 
erhalten werden. Das 5´-nested RACE-PCR Produkt wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt, 
aus dem Gel extrahiert, zur Kontrolle der Aufreinigung erneut einer Elektrophorese unterzogen 
(s. Abb. 5) und sequenziert. Die Daten der Sequenzierung zeigten nun ein vollständiges 5´-
Ende des cBCRP, welches nun ebenfalls kloniert werden konnte. 




Abb. 5: Agarosegel (1%) der 5´- (ca. 1200 bp) und 3´- nested (ca. 1300 bp) PCR Produkte nach 
Gelextraktion und Aufreinigung vor der TOPO-Klonierung. Sowohl das 5´-, als auch das 3´-
Ende der BCRP cDNA waren darstellbar und standen zur Klonierung zur Verfügung. 
 
4.1.1.3 TOPO-Klonierung der 5´- und 3´-RACE-PCR Fragmente 
 
Nach Aufreinigung des 5´-RACE-Fragments und des 3´-RACE-Fragments aus den 
Agarosegelen konnten diese PCR-Fragmente in getrennten Ansätzen mittels TOPO-Klonierung 
erfolgreich in den Vektor pCRII kloniert werden. Durch die an diesen Vektor gekoppelte 
Topoisomerase-Aktivität konnten die RCE-PCR Fragmente mit den generierten Desoxy-
adenosin-Überhängen mit der Plasmid-DNA ligiert werden (s. 3.2.1.11).  
 
Nach Präparation der Plasmid-DNA aus den transformierten Bakterien konnte durch DNA-
Restriktion an der multiple cloning site mittels EcoRI und der sich anschließenden 
Gelelektrophorese gezeigt werden, dass die allermeisten ausgewählten Bakterienklone die 
Plasmide aufgenommen hatten (Abb. 6).  
Durch Sequenzierung der Plasmide ausgewählter Bakterienklone mit den vektorspezifischen 
Primern M13-For und M13-Rev wurden diese Ergebnisse bestätigt und zudem die richtige 5´-
3´-Orientierung und Fehlerfreiheit der PCR-Fragmente im Vektor sichergestellt. Ausgewählte 








Abb. 6: Agarosegel (0,7%) der Plasmid Präparationen und EcoRI DNA-Restriktion der 
Plasmide nach TOPO-Klonierung (links: 5`- RACE-Fragment, Klone 1-6; rechts: 3´- RACE-
Fragment, Klone 1-9). Unter den erfolgreich transformierten Plasmiden erscheinen nach 
Restriktion die 5´- (ca. 1200 bp) bzw. 3´- RACE- (ca. 1300 bp) Fragmente. 
 
4.1.1.4 Subklonierung des cBCRP-Gesamtklons in den Vektor pCRII 
 
Die in unabhängigen Ansätzen klonierten 5´- und 3´-RACE-PCR DNA-Fragmente wurden zur 
Generierung des cBCRP-Gesamtklons durch Restriktion und Ligation fusioniert (s. 
Klonierungsschema, Abb. 4). Durch den Restriktionsverdau mittels KpnI und Bsu36I in 
getrennten Ansätzen war es möglich, das 5´-RACE-Fragment aus dem Vektor vollständig 
herauszuschneiden (Abb. 7). Das 3´-RACE-Fragment hingegen verblieb am 3´-Ende im Vektor 
und wurde an der Bsu36I-Schnittstelle geöffnet und dadurch linearisiert (Abb. 7). Nach 
Dephosphorylierung des linearisierten 3´-RACE-Vektor-Konstruktes wurde dieses mittels T4-
Ligase mit dem isolierten 5´-RACE-Fragment fusioniert. Im Ergebnis wurde auf diese Weise 
der pCRII/cBCRP Plasmid generiert, der das vollständige cBCRP-Gen enthielt. Mittels 
Sequenzierung wurde die richtige Orientierung und die Fehlerfreiheit, insbesondere des 
fusionierten Überlappungsbereiches, bestätigt. 
 
Abb. 7: Agarosegel (0,7%) des 5´-RACE-PCR Produkts (ca. 1300 bp) und des 3`-RACE-PCR 
Produkts im Vektor pCRII (ca. 5200 bp) vor der Fusion zum 5´-3´-cBCRP-Gesamtklon. 
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4.1.1.5 Subklonierung des cBCRP-Gesamtklons in den Vektor pIRESneo3 
 
Für die Expression des cBCRP in Säugetierzellen (MDCKII) wurde der vollständige cDNA-
Klon durch Restriktion mit EcoRI aus dem Vektor pCRII geschnitten und mittels T4-Ligase in 
den ebenfalls mit EcoRI linearisierten und vorher dephosphorylierten Expressionsvektor 
pIRESneo3 eingefügt. Nach Transformation des pIRESneo3/cBCRP Vektors wurde die 
Plasmid-DNA mittels Restriktion mit EcoRI, BamHI und SmaI hinsichtlich der 5´-3´-
Orientierung überprüft. Dabei entstanden mit dem Enzym EcoRI zwei diskrete Fragmente mit 
2200 bp (cBCRP-Insert) und 5300 bp (pIRESneo3). Ohne BCRP-Insert würde kein 2200 bp 
Fragment entstehen. Mittels Restriktion mit BamHI konnten ebenfalls zwei diskrete Fragmente 
mit 1800 bp (Insert-Anteil) und 5700 bp (pIRESneo3/cBCRP) gelelektrophoretisch dargestellt 
werden (Abb. 8). Diese Fragmente können nur bei Vorliegen der 5`-3`Orientierung des cBCRP-
Inserts entstehen. Bei einer 3´-5´-Orientierung würden zwei Fragmente mit 7000 bp und 500 
bp entstehen. Durch die Restriktion mit SmaI konnte die 5´-3´-Orientierung bestätigt werden 
(5´-3´: 3000 bp und 4500 bp; 3´-5´: 1050 bp und 6450 bp), ist jedoch nicht abgebildet. Durch 
Restriktion konnten auf diese Weise ausgewählte Bakterienklone schnell und effizient 





Abb. 8: Agarosegel (0,7%) der DNA-Restriktionsanalyse des Plasmids eines ausgewählten 
Bakterienklons pIRESneo3/cBCRP MIDI 16 (5´-3´-Orientierung) mittels EcoRI, BamHI und 
Linearisierung des Expressionsvektors mittels PvuI.  
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Durch Sequenzierung mit den vektorspezifischen Primern pIRESneo3-533-For und 
pIRESneo3-733-Rev wurde die richtige 5´-3´-Orientierung und Vollständigkeit des 
pIRESneo3/cBCRP des ausgewählten Klons (MIDI 16) bestätigt.  
Mit dem zur Kontrolle für die späteren funktionellen Experimente generierten Mock-Plasmid 
wurde in gleicher Weise verfahren. Die 3´-5´-Orientierung des cBCRP-Inserts und 
Vollständigkeit dieses Plasmids wurde ebenfalls durch Sequenzierung sichergestellt und das 
Plasmid für die Transfektion unter gleichen Bedingungen linearisiert (nicht gezeigt). Der 
Expressionsvektor pIRESneo3 ohne BCRP-Insert ist um ca. 2200 Basenpaare kürzer als der 
Expressionsvektor mit dem BCRP-Insert. Die Größe von Plasmiden ist jedoch ein wichtiger 
Faktor für eine effektive Lipofektion in vitro (KREISS et al. 1999, LOISEL et al. 2001). Daher 
wurde statt dem Vektor der invertierte 3´-5´-cBCRP-Klon (=Mock-Zellklon) für die 
Transfektion verwendet, um eine vergleichbare Effizienz der Transfektion zu erzielen. Dieser 
sogenannte Mock-Zellklon diente fortan als Kontrolle für PCR, Western Blot Analysen und die 
funktionelle Charakterisierung, da an diesem Zellklon weder die Transkription noch Expression 
des ABCG2-Gens/BCRP nachweisbar war (s. 4.2.1 und 4.2.2).  
 
4.1.1.6 Sequenzanalyse und Vorhersage der Proteinstruktur des cBCRP 
 
Die DNA-Sequenzanalyse des caprinen full-length BCRP Klons wurde mit den 
Computerprogrammen (s. 3.2.1.7) durchgeführt. Zur Absicherung der Ergebnisse kamen 
vergleichende Untersuchungen bekannter Gendatenbankeinträge mittels NCBI BLAST, 
UniProt/TrEMBL und TMpred hinzu. 
 
Die vollständige cDNA-Sequenz des cBCRP wurde in der NCBI Gendatenbank (GQ241418.1 
bzw. ACS91462.1) und in UniProt/TrEMBL (C6KJ77_CAPHI) veröffentlich. Dies ist die erste 
vollständige DNA-Sequenz des caprinen BCRP der Deutschen Weißen Edelziege, die zudem 
auch Teile des 5`- und den 3`-UTR Bereich mit einbezieht, womit nun grundsätzlich auch 
Untersuchungen der Genregulation des caprinen BCRP möglich sind. Im Ergebnis umfasst die 
cDNA-Sequenz des caprinen BCRP insgesamt 2203 Basenpaare (bp), der open reading frame 
(orf) ist 1977 bp lang und wird vom 5´ UTR (untranslated region) mit 149 bp und dem 3´ UTR 
mit 56 bp flankiert. Durch weitere computerbasierte Untersuchungen (TRANSFAC database) 
wurde in der 5´ UTR Region des cBCRP u.a. das dioxin response element (DRE) gefunden 
(LINDNER et al. 2013). 
 
  ERGEBNISSE  
60 
  
Der Vergleich zur einzigen vergleichbaren Referenzsequenz (DQ904356.1) aus der 
chinesischen Xinong Saanen Ziege ergab vier Abweichungen, von denen drei 
Basenunterschiede der Nukleotide 30, 1485 und 1662 ab dem ATG-Start-Codon synonyme 
SNP´s (single nucleotide polymorphism) darstellten, d.h. keine Änderung der 
Aminosäuresequenz bewirken. Nur die Basenabweichung der Nukleotide 34-36 ab dem ATG-
Start-Codon (Edelziege: TCT codiert für Serin; Xinong Saanen: TGT codiert für Cystein) hat 
eine Änderung der Aminosäure C12S zur Folge.  
Zum Vergleich der DNA-Sequenzen und später der Aminosäuresequenzen des BCRP innerhalb 
der milchliefernden Nutztierrassen Ziege, Schaf und Rind wurden Multiple Alignements 
erstellt. Insgesamt konnten zwischen diesen drei Tierarten 60 Basenabweichungen festgestellt 
werden, von denen aber nur 24 eine Veränderung der Aminosäuresequenz nach sich zogen. 
Insgesamt 18 dieser Abweichungen wurden am N-Terminus lokalisiert, eine Abweichung 
zeigte sich zwischen TMD1 und TMD2, eine innerhalb der TMD4 und 4 Abweichungen waren 
zwischen TMD5 und TMD6 nachweisbar. Bei 20 dieser Basenabweichungen unterscheiden 
sich das caprine und ovine BCRP gemeinsam vom bovinen BCRP. Zwischen Ziege und Schaf 
waren nur 4 unterschiedliche Aminosäuren in der gesamten Sequenz nachweisbar. In Abb. 9 
sind die vollständigen DNA-Sequenzen (open reading frame) des cBCRP (NCBI: GQ241418), 
des oBCRP (NCBI: GQ141082) und des bBCRP (NCBI: EU570105) dargestellt, 
hervorgehoben sind die Basenabweichungen. Aus Gründen der Übersichtlichkeit sind nur die 
Basenabweichungen gezeigt, die auch eine Änderung der Aminosäure-Sequenz zur Folge 
hatten. 
Zur Untersuchung des cBCRP-Proteins hinsichtlich funktioneller und struktureller 
Charakteristika wurde die DNA-Sequenz mit den o.g. Computerprogrammen in eine 
Polypeptid-Sequenz übersetzt. Verglichen mit anderen Spezies zeigte die Polypeptid-Sequenz 
des caprinen BCRP dabei eine sehr hohe Homologie zu Rind und Schaf und eine geringere 
Homologie zu Schwein, Mensch, Maus und Ratte (Tab. 9) (nach ClustalW/Slow/Accurate, IUB 
bzw. Pair Distances ClustalW/Slow/Accurate, Gonnet). 
 
Das caprine BCRP besteht aus 658 Aminosäuren und ist damit um 3 Aminosäuren länger als 
das humane BCRP. Das cBCRP hat ein Molekulargewicht von 73,2 kDa. In der Proteinsequenz 
des cBCRP konnten alle wichtigen konservierten Motive des BCRP nachgewiesen werden. 
Dazu gehören v.a. die ATP-Bindungsstellen und die für Struktur und Funktionalität wichtigen 
Bereiche Walker A, Walker B, Q-Loop, D-Loop und H-Loop/switch region sowie das ABC 
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signature motif der ABC-Transporter (HIGGINS 1992, GOTTESMANN et al. 1996, 
AMBUDKAR et al. 2006).  
 
10 20 30 40 50 60
A T G C T C A A A A T G T C T T C C A A T A G T T A C G A G G T T T C T A T C C C A A T G T C A A A A A A A C C C A A C  cABCG2
A T G T T C A A A A T G T C T T C C A A T A G T T A C G A G G T T T C C A T C C C A A T G T C A A A A A A A C C C A A C  oABCG2
A T G C T C A A A A T G T C T T C C A A T A G T T A C G A G G T T T C T A T C C C A A T G T C A A A A A A A C T C A A C  bABCG2
70 80 90 100 110 120
G G C A T T C C A G A G A C A A C C T C T A A G G A C C T G C A G A C G T T G A C T G A A G G A G C T G T G T T A A G T  cABCG2
G G C A T T C C A G A G A C A A C C T C T A A G G A C C T G C A G A C G T T G A C T G A A G G A G C T G T G T T A A G T  oABCG2
G G C A T T C C A G A G A C A A C C T C T A A G G A C C T G C A G A C A T T A A C T G A A G G A G C T G T G T T A A G T  bABCG2
130 140 150 160 170 180
T T T C A T G A C A T C T G C T A T C G A G T A A A A G T G A A G A C T G G C T T T C T A C T T T G T C G G A A A A C A  cABCG2
T T T C A T A A C A T C T G C T A T C G A G T A A A A G T G A A G A C T G G C T T T C T A C T T T G T C G G A A A A C A  oABCG2
T T T C A T A A C A T C T G C T A T C G A G T A A A A G T G A A G A C T G G C T T T C T A C T T T G T C G G A A A A C A  bABCG2
190 200 210 220 230 240
A T T G A G A A A G A A A T A C T A G C A A A T A T C A A T G G A G T C A T G A A A C C T G G C C T C A A T G C C A T T  cABCG2
A T T G A G A A A G A A A T A C T A G C A A A T A T C A A T G G A G T C A T G A A A C C T G G C C T C A A T G C C A T T  oABCG2
A T T G A G A A A G A A A T A C T A G C A A A T A T C A A T G G A G T C A T G A A A C C T G G C C T C A A T G C C A T T  bABCG2
250 260 270 280 290 300
C T G G G A C C C A C A G G T G G A G G C A A A T C T T C G T T G T T A G A T A T C T T A G C T G C A A G G A A G G A T  cABCG2
C T G G G A C C C A C A G G T G G A G G C A A A T C T T C G T T G T T A G A T A T C T T A G C T G C A A G G A A G G A T  oABCG2
C T G G G A C C C A C A G G T G G A G G C A A A T C T T C G T T G T T A G A T A T C T T A G C T G C A A G G A A G G A T  bABCG2
310 320 330 340 350 360
C C A C A T G G A T T A T C T G G A G A T G T T T T G A T C A A T G G A G C A C C T C G A C C T G C C A A T T T T A A A  cABCG2
C C A C A T G G A T T A T C T G G A G A T G T T T T G A T C A A T G G A G C A C C T C G A C C T G C C A A T T T T A A A  oABCG2
C C A C A T G G A T T A T C T G G A G A T G T T T T G A T C A A T G G A G C A C C T C G A C C T G C C A A T T T T A A A  bABCG2
370 380 390 400 410 420
T G T A A C T C A G G T T A T G T G G T A C A A G A T G A T G T C G T G A T G G G G A C T C T G A C A G T G A G A G A A  cABCG2
T G T A A C T C A G G T T A T G T G G T A C A A G A T G A T G T C G T G A T G G G G A C T C T G A C A G T G A G A G A A  oABCG2
T G T A A C T C A G G T T A T G T G G T A C A A G A T G A T G T T G T G A T G G G A A C T C T G A C A G T G A G A G A A  bABCG2
430 440 450 460 470 480
A A C T T A C A G T T C T C A G C A G C C C T T C G G C T T C C A A C A A C T A T G A C A A A T T A C G A A A A A A A T  cABCG2
A A C T T A C A G T T C T C A G C A G C C C T T C G G C T T C C A A C A A C T A T G A C A A A T T A C G A A A A A A A T  oABCG2
A A C T T A C A G T T C T C A G C A G C C C T T C G G C T T C C A A C A A C T A T G A C A A G T T A C G A A A A A A A T  bABCG2
490 500 510 520 530 540
G A A C G G A T T A A C A A G G T T A T T C A A G A G C T A G G T C T G G A T A A A G T G G C A G A T T C C A A G G T T  cABCG2
G A A C G G A T T A A C A A G G T T A T T C A A G A G T T A G G T C T G G A T A A A G T G G C A G A T T C C A A G G T T  oABCG2
G A A C G G A T T A A C A A G G T T A T T C A A G A G T T A G G T C T G G A T A A A G T G G C A G A T T C C A A G G T T  bABCG2
550 560 570 580 590 600
G G A A C T C A A T T T A T C C G T G G T G T G T C T G G A G G A G A A A G A A A A A G A A C T A G T A T T G C A A T G  cABCG2
G G A A C T C A G T T T A T C C G T G G T G T G T C T G G A G G A G A A A G A A A A A G A A C T A G T A T T G C A A T G  oABCG2
G G A A C T C A G T T T A T C C G T G G T G T G T C T G G A G G A G A A A G A A A A A G G A C T A G T A T T G C A A T G  bABCG2
610 620 630 640 650 660
G A G C T T A T T A C T G A T C C A T C C A T C T T G T T C C T G G A T G A G C C C A C A A C T G G C T T A G A T T C A  cABCG2
G A G C T T A T T A C T G A T C C A T C C A T C T T G T T C C T G G A T G A G C C C A C A A C T G G T T T A G A T T C A  oABCG2
G A G C T T A T T A C T G A T C C A T C C A T C T T G T T C C T G G A T G A G C C C A C A A C T G G C T T A G A T T C A  bABCG2
670 680 690 700 710 720
A G C A C A G C G A A T G C T G T C C T T T T G C T T T T G A A G A G G A T G T C T A A A C A A G G A C G G A C A A T C  cABCG2
A G C A C A G C A A A T G C T G T C C T T T T G C T T T T G A A G A G G A T G T C T A A A C A A G G A C G G A C A A T C  oABCG2
A G C A C A G C A A A T G C T G T C C T T T T G C T C C T G A A G A G G A T G T C T A A A C A A G G A C G G A C A A T C  bABCG2
730 740 750 760 770 780
A T C T T C T C C A T T C A T C A G C C T C G T T A T T C C A T C T T C A A G T T G T T T G A T A G C C T C A C C T T G  cABCG2
A T C T T C T C C A T T C A T C A G C C T C G T T A T T C C A T C T T C A A G T T G T T T G A T A G C C T C A C C T T G  oABCG2
A T C T T C T C C A T T C A T C A G C C T C G T T A T T C C A T C T T C A A G T T G T T T G A T A G C C T C A C C T T G  bABCG2
790 800 810 820 830 840
T T G G C C T C A G G A A G A C T A A T G T T C C A T G G G C C T G C T C A G G A G G C C T T G G G T T A C T T T G A A  cABCG2
T T G G C C T C A G G A A G A C T A A T G T T C C A T G G G C C T G C T C A G G A G G C C T T G G G T T A C T T T G A A  oABCG2
T T G G C C T C G G G A A G A C T C A T G T T C C A C G G G C C T G C T C A G G A G G C C T T G G G G T A C T T T G G A  bABCG2
850 860 870 880 890 900
G A C A T T G G T T T C C A C T G T G A G C C C T A T A A T A A C C C T G C A G A C T T C T T C C T G G A C A T C A T T  cABCG2
G A C A T T G G T T T C C A C T G T G A G C C C T A T A A T A A C C C T G C A G A C T T C T T C C T G G A C A T C A T T  oABCG2
G C C A T A G G T T T C C G C T G T G A G C C C T A T A A T A A C C C T G C A G A C T T C T T C C T G G A C A T C A T T  bABCG2
910 920 930 940 950 960
A A T G G A G A C T C T T C T G C T G T G G T G T T A A A T A G A G A A G A C T C A G A T G A T G A A G C T A A G G A G  cABCG2
A A T G G A G A C T C T T C T G C T G T G G T G T T A A A T A G A G A A G A C T C A G A T G A T G A A G C T A A G G A G  oABCG2
A A T G G A G A T T C T T C T G C T G T G G T G T T A A A T A G A G A A G A C A T A G G T G A T G A A G C T A A C G A G  bABCG2
970 980 990 1000 1010 1020
A C C G A A G A G C C T T C C A A A A A C G A T A C T T C A C T C A T A G A A A A A T T A G C T G A G T T T T A T G T C  cABCG2
A C C G A A G A G C C T T C C A A A A A C G A T A C T T C A C T C A T A G A A A A A T T A G C T G G G T T T T A T G T C  oABCG2
A C C G A A G A G C C T T C C A A A A A A G A T A C T C C A C T C A T A G A A A A A T T A G C T G A G T T T T A T G T C  bABCG2





Abb. 09: Multiple Alignment der DNA-Sequenzen (orf) des caprinen (cBCRP: GQ241418), 
ovinen (oBCRP: GQ141082) und bovinen (bBCRP: EU570105) ABCG2/BCRP. 
Hervorgehoben sind Basen-Triplets, die bei Ziege, Schaf und Rind für unterschiedliche 
Aminosäuren codieren.  
 
1030 1040 1050 1060 1070 1080
A A C T C C T C C T T C T T C A A G G A A A C A A A A G T T G A A T T A G A T A A A T T C T C A G G G G A G C A G A G A  cABCG2
A A C T C C T C C T T C T T C A A G G A A A C A A A A G T T G A A T T A G A T A A A T T C T C A G G G G A G C G G A G A  oABCG2
A A C T C C T C C T T C T T C A A G G A A A C A A A A G T T G A A T T A G A T A A A T T C T C A G G G G A T C A G A G A  bABCG2
1090 1100 1110 1120 1130 1140
A G G A A G A A G C T T T C A T C C T A C A A G G A G A T C A C T T A T G C C A C C T C C T T C T G T C A T C A G C T C  cABCG2
A G G A A G A A G C T T T C A T C C T A T A A G G A G A T C A C T T A T G C C A C C T C C T T C T G T C A T C A G C T C  oABCG2
A G G A A G A A G C T T C C A T C C T A C A A G G A G G T C A C T T A T G C C A C C T C C T T C T G T C A T C A G C T C  bABCG2
1150 1160 1170 1180 1190 1200
A A A T G G A T T T C C A A G C G T T C A T T C A A A A A T T T A C T G G G T A A T C C C C A G G C T T C T A T A G C T  cABCG2
A A A T G G A T T T C C A A G C G T T C A T T C A A A A A T T T A C T G G G T A A T C C C C A G G C T T C T A T A G C T  oABCG2
A A A T G G A T T T C C A G G C G T T C A T T C A A A A A T T T A C T G G G T A A T C C C C A G G C T T C T A T A G C T  bABCG2
1210 1220 1230 1240 1250 1260
C A G T T A A T T G T G A C A G T C T T C C T G G G A C T G G T T A T A G G T G C C A T T T T C T A T G A T C T A A A A  cABCG2
C A G T T A A T T G T G A C A G T C T T C C T G G G A C T G G T T A T A G G T G C C A T T T T C T A T G A T C T A A A A  oABCG2
C A G C T A A T T G T G A C A G T C T T C C T G G G A C T G G T T A T A G G T G C C A T T T T C T A T G A T C T A A A A  bABCG2
1270 1280 1290 1300 1310 1320
A A T G A T C C T T C A G G A A T C C A G A A C A G A G C C G G G G T G C T C T T C T T C C T G A C G A C C A A C C A G  cABCG2
A A T G A T C C T T C A G G A A T C C A G A A C A G A G C C G G G G T G C T C T T C T T C C T G A C G A C C A A C C A G  oABCG2
A A T G A T C C T G C A G G A A T C C A G A A C A G A G C C G G G G T G C T C T T C T T C C T G A C G A C C A A C C A G  bABCG2
1330 1340 1350 1360 1370 1380
T G T T T C A G C A G T G T G T C A G C C G T G G A A C T C C T G G T G G T G G A G A A G A A G C T G T T T A T A C A T  cABCG2
T G T T T C A G C A G T G T G T C A G C C G T G G A G C T C C T G G T G G T G G A G A A G A A G C T G T T T A T A C A T  oABCG2
T G T T T C A G C A G T G T G T C A G C C G T G G A G C T C C T G G T G G T G G A G A A G A A G C T G T T T A T A C A T  bABCG2
1390 1400 1410 1420 1430 1440
G A A T A T A T C A G T G G A T A C T A T A G A G T G T C A T C T T A C T T C T T T G G A A A A C T G T T A T C T G A T  cABCG2
G A A T A T A T C A G T G G A T A C T A T A G A G T G T C A T C T T A C T T C T T T G G A A A A C T G T T A T C T G A T  oABCG2
G A A T A T A T C A G T G G A T A C T A T A G A G T G T C A T C T T A C T T C T T T G G A A A A C T G T T A T C T G A T  bABCG2
1450 1460 1470 1480 1490 1500
T T G C T C C C C A T G A G G A T G T T A C C A A G T A T T A T A T T T A C T T G T A T A A C A T A C T T C T T G T T A  cABCG2
T T A C T C C C C A T G A G G A T G T T A C C A A G T A T T A T A T T T A C T T G T A T A A C A T A C T T C T T G T T A  oABCG2
T T A C T C C C C A T G A G G A T G T T A C C A A G T A T T A T A T T T A C T T G T A T A A C A T A C T T C T T G T T A  bABCG2
1510 1520 1530 1540 1550 1560
G G A C T G A A A C C A A A G G T G G A G G C C T T C T T C A T C A T G A T G T T T A C C C T G A T G A T G G T G G C T  cABCG2
G G A C T G A A A C C A A A G G T G G A G G C C T T C T T C A T C A T G A T G T T T A C C C T G A T G A T G G T G G C T  oABCG2
G G A C T G A A G C C A A A G G T G G A G G C C T T C T T C A T C A T G A T G C T T A C C C T G A T G A T G G T G G C T  bABCG2
1570 1580 1590 1600 1610 1620
T A T T C A G C T A G T T C G A T G G C A C T G G C C A T A G C A G C A G G T C A G A G T G T G G T A T C C A T A G C A  cABCG2
T A T T C A G C T A G T T C G A T G G C A C T G G C C A T A G C A G C A G G T C A G A G T G T G G T G T C C A T A G C A  oABCG2
T A T T C A G C T A G T T C C A T G G C A C T G G C T A T A G C A G C A G G T C A G A G T G T G G T A T C T A T A G C A  bABCG2
1630 1640 1650 1660 1670 1680
A C T C T G C T C A T G A C C A T C T C T T T T G T G T T T A T G A T G A T A T T T T C A G G G C T G T T G G T A A A T  cABCG2
A C T C T G C T C A T G A C C A T C T C T T T T G T G T T T A T G A T G A T A T T T T C A G G G C T G T T G G T A A A T  oABCG2
A C T C T G C T C A T G A C C A T C T C T T T T G T G T T T A T G A T G A T A T T T T C A G G G C T G T T G G T A A A T  bABCG2
1690 1700 1710 1720 1730 1740
C T C A A A A C C A T T G G G G C T T G G T T G T C G T G G C T T C A G T A C T T G A G C A T C C C T C G A T A C G G C  cABCG2
C T C A A A A C C A T T G G G G C T T G G T T G T C G T G G C T T C A G T A C T T G A G C A T C C C T C G A T A C G G C  oABCG2
C T C A A A A C C G T C G T G C C T T G G T T G T C A T G G C T T C A A T A C T T G A G C A T T C C T C G A T A C G G C  bABCG2
1750 1760 1770 1780 1790 1800
T A T G C G G C T T T G C A G C A T A A T G A A T T T T T G G G A C A A A A C T T T T G C C C A G G A C T C A A C G T A  cABCG2
T A T G C G G C T T T G C A G C A T A A T G A A T T T T T G G G A C A A A A C T T C T G C C C A G G A C T C A A C G T A  oABCG2
T A T G C G G C T T T G C A G C A T A A T G A A T T T T T G G G A C A A A A C T T C T G C C C A G G A C T C A A T G T A  bABCG2
1810 1820 1830 1840 1850 1860
A C A G C A A A C A A T A C C T G T A G C T A T G C A A T A T G T A C T G G T G A A G A A T T T C T G A C A A A C C A G  cABCG2
A C A G C A A A C A A T A C C T G T A G C T A T G C A A T A T G T A C T G G T G A A G A A T T T C T G A C A A A C C A G  oABCG2
A C A A C A A A C A A T A C G T G T A G C T A T G C C A T A T G T A C T G G C G A A G A A T T T C T G A C C A A C C A G  bABCG2
1870 1880 1890 1900 1910 1920
G G C A T C G A T A T C T C A C C T T G G G G C C T G T G G A A G A A T C A C G T A G C C T T G G C A T G C A T G A T T  cABCG2
G G C A T C G A T A T C T C A C C T T G G G G C C T G T G G A A G A A T C A C G T A G C C T T G G C A T G C A T G A T T  oABCG2
G G C A T C G A T A T C T C A C C T T G G G G C C T G T G G A A G A A T C A C G T A G C C T T G G C A T G C A T G A T T  bABCG2
1930 1940 1950 1960 1970
G T T A T C T T C C T T A C A A T T G C C T A C C T G A A A T T G T T A T T C C T T A A A A A A T T T T C T T A A     cABCG2
G T T A T C T T C C T T A C A A T T G C C T A C C T G A A A T T G T T A T T C C T T A A A A A A T T T T C T T A A     oABCG2
G T T A T C T T C C T T A C A A T T G C C T A C C T G A A A T T G T T A T T C C T T A A A A A A T T T T C T T A A     bABCG2
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Capra     ---- 
   99,4    96,8    87,7    85,5    79,6    79.3 
Ovis     0,6     ---- 
   96,5    87,7    85,5    79,3    79,0 
Bos     3,3     3,6     ---- 
   88,0    84,6    79,3    79,0 
Sus   13,4   13,4    13,0     ---- 
   84,6    80,6    80,6 
Homo   16,0   16,0    17,1    17,3     ----  
   81,7    81,2 
Mus   22,5   22,9    22,9    22,1    20,5     ---- 
   92.7 
Rattus   22,9   23,4    23,4    22,1    21,1      7,7     ---- 
 
Tab. 9: Prozentuale Übereinstimmungen (fett) und Unterschiede (kursiv) in der Polypeptid-
Sequenz des BCRP der verschiedenen Referenz-Spezies (nach CDD, NCBI) in Prozent. 
  
Die N-Glykosylierung des cBCRP (DIOP et al. 2005, MOHRMANN et al. 2005) wird, wie in 
allen eukaryotischen Zellen, durch das AsN-X-Thr/Ser Motiv charakterisiert, wobei X jede 
beliebige Aminosäure außer Prolin sein kann. Mittels online Software NetNGlyc 1.0 (BLOM 
et al. 2004) und GlycoMod (COOPER et al. 2001, 2003) konnten vier N-Glykosylierungsstellen 
gefunden werden: 327 NDT, 341 NSS, 599 NVT und 603 NNT. Da GlycoMod auch das Motiv 
AsN-X-Thr/Ser/Cys miteinbezieht, waren auch putative Glykosylierungsstellen bei 439 NQC 
und 593 NFC nachweisbar. 
 
Die Untersuchung hinsichtlich der Transmembran-Domänen mittels TMHMM2 in STRAP und 
TMpred (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html) ergab in der Polypeptid-
sequenz des cBCRP 6 Transmembran-Domänen, was charakteristisch für diesen ABC-
Halbtransporter ist (WANG et al. 2008, NI et al. 2010). Gezeigt ist die Analyse mittels TMpred 
(Abb. 10), die zusätzliche Untersuchung mittels TMHMM2 in STRAP ergab keine 
Abweichungen davon (nicht gezeigt). 
 




Abb. 10: Sechs putative Transmembran-Domänen (TM1-6) in der Polypeptidsequenz des 
cBCRP. Die X-Achse beginnt links mit dem N-Terminus (0 AS) und endet rechts am C-
Terminus (700 AS). Aminosäuren über Null auf der Y-Achse befinden sich extrazellulär und 





Abb. 11: Multiple Alignment verschiedener Spezies hinsichtlich der Aminosäure an Position 
581. 
 
Die für die Struktur und Funktion des caprinen BCRP relevanten Regionen sind in Abb. 12 
zusammengefasst und beruhen auf Homologien zum humanen BCRP, die durch die NCBI 
Gendatenbank automatisch (CDD, Conserved Domains Database) oder mit den o.g. Computer-
programmen generiert wurden. 
 
581Y 
Y L S I P R Y G Y A A L Q H N E F L G Q N F C P G L N V T A  Capra hircus
Y L S I P R Y G Y A A L Q H N E F L G Q N F C P G L N V T A  Ovis aries
Y L S I P R Y G Y A A L Q H N E F L G Q N F C P G L N V T T  Bos taurus
Y F S I P R Y G F S A L Q Y N E F L G Q N F C P G L N V T T  Sus scrofa
Y F S I P R Y G F T A L Q H N E F L G Q N F C P G L N A T G  Homo sapiens




Abb. 12: Zusammenfassende Darstellung der Proteinsequenzanalysen des caprinen BCRP. 
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Obwohl in der cBCRP-Polypeptidsequenz zahlreiche Cysteine vorliegen, wurden in der 
zusammenfassenden Abbildung der Proteinstruktur nur die drei extrazellulären Cysteine Cys-
595, Cys-606 und Cys-611 zwischen den Transmembrandomänen 5 und 6 entsprechend 
dargestellt (Abb. 12), weil diese sehr wahrscheinlich nicht nur für die Struktur, sondern auch 
für die Substratspezifität eine wichtige Rolle spielen (HENRIKSEN et al. 2005). 
In Abb. 11 ist ein Ausschnitt aus der Peptidsequenz dargestellt. Die Aminosäure Tyrosin an der 
Stelle 581 des BCRP des Rindes ist eng mit höheren Protein- und Fettgehalten in der Milch 
beim Rind assoziiert, was durch Gensequenzuntersuchungen an 670 Tieren untersucht wurde 
(COHEN-ZINDER et al. 2005). Im Gegensatz zu Ziege, Schaf und Rind, die an der Position 
581 Tyrosin (Y) tragen, haben Schwein und Mensch an dieser Stelle Phenylalanin (F). 
 
 
4.2 Stabile Expression des cBCRP in MDCKII-Zellen 
 
Um das cBCRP funktionell hinsichtlich potentieller Substrate dieses Transportproteins zu 
charakterisieren, wurde der generierte cBCRP full-length Klon im Expressionsvektor 
pIRESneo3 in MDCKII-Zellen transfiziert. 
Die stabile Expression des cBCRP in MDCKII-Zellen wurde durch Transfektion mit dem 
Effectene® Transfection Reagent erreicht. Der Expressionsvektor pIRESneo3 vermittelt eine 
Resistenz gegen das Aminoglykosid G418 (Geneticin) durch die Neomycin Phosphotransferase 
II (NPTII) und stellt den Selektionsmarker dar. Die Zellen wurden nach der Transfektion einem 
ständigen Selektionsdruck von 800-1000 µg/ml Geneticin (G418) ausgesetzt.  
MDCKII/Wildtyp Zellen überlebten diese Behandlung mit Geneticin bereits bei 300 µg/ml 
G418 nicht (kill curve, nicht dargestellt). Auf diese Weise war es möglich, transfizierte Zellen 
erfolgreich zu selektieren. Nach einer Einzelklonselektion wurden die kultivierten Einzelklone 
hinsichtlich ihrer NPTII-Expression mittels PCR diskriminiert und ausgewählte NPTII-positive 
Klone hinsichtlich ihrer BCRP-Expression im Western Blot untersucht. Ebenso wurde mit den 
MDCKII/Mock transfizierten Zellen verfahren.  
 
4.2.1 PCR der MDCKII/cBCRP- und MDCKII/Mock-Zellklone 
 
Zur Verifizierung der erfolgreichen stabilen Transfektion wurden diese Zelllinien mittels RT-
PCR und anschließender PCR untersucht (RT+). Bei den Negativkontrollen der RT-PCR wurde 
die Reverse Transkriptase durch das gleiche Volumen ddH2O ersetzt (RT-). Nach der PCR 
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wurden Aliquots des Ansatzes auf ein 1%-iges Agarosegel aufgetragen und mittels UV-Licht 
visualisiert. Bei den Negativkontrollen konnten keine Amplifikate nachgewiesen werden, 
wodurch eine Kontamination mit genomischer DNA ausgeschlossen werden konnte. GAPDH 
diente bei allen PCR-Reaktionen als interne Positivkontrolle und ergab eine DNA-Bande von 
ca. 490 bp. 
In den transfizierten MDCKII/cBCRP-Zellen (Abb. 13) und in den MDCKII/Mock-Zellen 
(Abb. 14) konnten mit den Primern pIRESneo3-2000-For und pIRESneo3-2560-Rev (s. 3.1.3) 
Transkripte des Selektionsmarkers NPTII mit einer erwarteten DNA-Größe von ca. 560 bp 
nachgewiesen werden. Zu Kontrollzwecken wurden auch MDCKII-Wildtyp-Zellen untersucht, 
in diesen Zellen konnten keine NPTII-Amplifikate nachgewiesen werden (Abb. 14). Der 
Selektionsmarker NPTII liegt in dem Plasmid auf der Expressions-Kassette 3´-downstream des 
cBCRP-Inserts und übt damit einen Selektionsdruck auf die gesamte Expressions-Kassette aus. 
Mit hohen Dosen des Antibiotikums werden dadurch Zellklone mit hoher cBCRP-Expression 
selektiert und eine stabile Expression gewährleistet. 
 
 
Abb. 13: Agarosegel (1%) nach PCR eines ausgewählten transfizierten MDCKII/cBCRP-
Zellklons; RT+: mit Reverser Transkriptase, RT-: Kontrolle ohne Reverse Transkriptase. 
NPTII: 560 bp, GAPDH: 490 bp; DNA-Leiter: 100 bp.  
 
 
Abb. 14: Agarosegel (1%) nach PCR der MDCKII-Wildtyp-Zellen und eines transfizierten 
MDCKII-Mock-Zellklons. RT+: mit Reverser Transkriptase, RT-: Kontrolle ohne Reverse 
Transkriptase. NPTII: 560 bp, GAPDH: 490 bp; DNA-Leiter: 100 bp.  
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Insgesamt wurden 13 BCRP-transfizierte und 5 Mock-transfizierte Klone kryokonserviert. Mit 
jeweils drei ausgewählten Zell-Klonen wurden die anschließenden Western Blots angefertigt. 
 
4.2.2 Western Blot der MDCKII/cBCRP- und MDCKII/Mock-Zellklone 
 
Die Proteinexpression des Selektionsmarkers NPTII und des BCRP in den MDCKII/cBCRP-
Zellen sowie in den MDCKII/Mock-Zellen wurde mittels Western Blot untersucht. Als interne 
Negativkontrolle im Western Blot wurde der MDCKII-Wildtyp herangezogen. Als interne 
Positivkontrolle diente der Nachweis der ß-Actin-Proteinexpression (Anti-ß-Actin MaB, clone 
AC-15) (WASSERMANN et al. 2013b). Zum Einsatz kamen der polyklonale Anti-NPTII- 
Antikörper (FUCHS et al. 1993) und der gegen BCRP gerichtete Antikörper BXP-53 
(MERINO et al. 2009). In den beiden transfizierten Zelllinien (MDCKII-cBCRP und Mock) 
konnte der Selektionsmarker NPTII für eine erfolgreiche stabile Transfektion nachgewiesen 
werden. Der Western Blot ergab in den ausgewählten MDCKII/cBCRP- bzw. MDCKII/Mock-
Zellklonen eine Bande in der Größe von ca. 30 kDa. Im MDCKII-Wildtyp war das NPTII-
Protein nicht nachweisbar. 
 
Die BCRP-Expression war in dem ausgewählten MDCKII/Mock-Zellklon und im MDCKII-
Wildtyp nicht darstellbar (Abb. 15). In dem MDCKII/cBCRP-Zellklon hingegen war die 
BCRP-Expression deutlich ausgeprägt. Dabei erschienen eine schwache Protein-Bande bei ca. 
72 kDa und mehrere dichte Banden in einem Bereich zwischen 72-95 kDa. Dies entspricht der 
unglykosylierten (ca. 72 kDa) und der glykosylierten (>72-95 kDa) Form des BCRP 
(MALIEPAARD et al. 2001, LITMANN et al. 2002, MOHRMANN et al. 2005). Durch die 
vollständige Reduktion eventuell vorliegender Dimere/Oligomere durch das verwendete β-
Mercaptoethanol erschien das cBCRP Protein zudem stets als Monomer (ca. 72 kDa).  
Da in der Arbeitsgruppe auch das BCRP von Rind (bBCRP) und Schaf (oBCRP) untersucht 
wurden, ist die Expression der beiden Proteine NPTII und BCRP zusammen dargestellt und 
dem Wildtyp (WT) und den Mock-Zellen gegenübergestellt (Abb. 15).  
 
Für die funktionelle Charakterisierung des cBCRP wurden im Weiteren ein Mock-Zellklon 









Abb. 15: Repräsentativer Western Blot hinsichtlich BCRP (BXP-53, 7,5% SDS-Gel) ca. 72 
kDa und NPTII (Anti-NPTII, 10% SDS-Gel) ca. 30 kDa der untersuchten Zelllinien MDCKII-
WT, MDCKII/Mock und des caprinen (cBCRP) MDCKII/BCRP-Zellklons. Aufgetragen sind 
jeweils 50 µg Protein. Die Abbildung ist aus zwei verschiedenen Gelen (BCRP / NPTII) 
zusammengesetzt. Der bovine und ovine Zellklon wurde von Frau Dr. Wassermann bearbeitet 
(WASSERMANN, 2013). 
 
4.3 Expression und subzelluläre Lokalisation des cBCRP in der laktierenden Milchdrüse und 
weiteren relevanten Organen der Ziege 
 
Aus der Membrantopologie zusammen mit der funktionalen Efflux-Aktivität des cBCRP 
können Rückschlüsse auf die physiologische Funktion dieses Transporters gezogen werden. 
Für genauere Aussagen ist es jedoch notwendig, die subzelluläre Lokalisation im 
Gewebeverband zu kennen. Daher wurde das cBCRP, außer in der Milchdrüse, auch in anderen 
für die Pharmakokinetik wichtigen Organen zunächst durch PCR und Western Blot 
Untersuchungen nachgewiesen und die Lokalisation des Proteins mittels Immunhistochemie 
untersucht. Mit diesen Daten können Vorhersagen getroffen werden hinsichtlich des 
vektoriellen Transportes in diesen wichtigen Organen bzw. einer veränderten Pharmakokinetik 
von BCRP-Substraten in bestimmten Gewebekompartimenten. 
 
4.3.1 Expression von cBCRP-mRNA in Gewebeproben der laktierenden Ziege 
 
Zur Untersuchung der Expression des cBCRP in für die Pharmako- und Toxikokinetik 
relevanten Organen wurden Organproben von drei laktierenden Ziegen der Rasse Deutsche 
Weiße Edelziege herangezogen. Verwendet wurden: Milchdrüse, Dünndarm, Dickdarm, Leber, 
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Niere und Lunge. Die Gewebeproben wurden einer RNA-Isolation, einer RT-PCR und 
anschließender PCR unter gleichen Bedingungen unterzogen. In den Negativkontrollen, in 
denen die Reverse Transkriptase durch ddH2O ersetzt wurde (RT-), konnten in keiner der 
durchgeführten PCR-Reaktionen Amplifikate nachgewiesen werden. Als Positivkontrolle 
wurden bei allen PCR-Reaktionen GAPDH-Primer 311-For und 737-Rev eingesetzt und 
ergaben eine diskrete DNA-Bande mit einer Größe von 490 bp. Eine dieser GAPDH-Kontrollen 
ist repräsentativ für alle getesteten Gewebeproben in Abb. 16 gezeigt. Auch bei den GAPDH-
Kontrollen wurde jeweils die Reverse Transkriptase durch ddH2O ersetzt wurde (RT-), wobei 
ebenfalls keine Amplifikate entstanden. Die verwendeten cBCRP-spezifischen Primer BCRP-
663-For und BCRP-883-Rev ergaben in den untersuchten Gewebeproben der laktierenden 
Ziege diskrete DNA-Banden mit einer Größe von ca. 540 bp (Abb. 16). 
 
 
Abb. 16: Agarosegel (1%) der cBCRP PCR aus Gewebeproben der Ziege. RT+: mit Reverser 
Transkriptase, RT-: Kontrolle ohne Reverse Transkriptase. cBCRP: 540 bp, GAPDH: 490 bp, 
DNA-Leiter: 100 bp (beginnend mit 200 bp). 
 
4.3.2 Nachweis von cBCRP-Protein in Gewebeproben der laktierenden Ziege 
 
Zum Nachweis des caprinen BCRP in den getesteten Gewebeproben der laktierenden Ziege 
wurde das Gesamtprotein aus Organproben isoliert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und mittels 
Western Blot untersucht. Verwendet wurde dabei der BCRP-spezifische Antikörper BXP-53 
(1:100) und als Positivkontrolle der Antikörper Anti-GAPDH (1:2000) bei Raumtemperatur für 
eine Stunde. Eine verlängerte Inkubationszeit der Primärantikörper, z.B. bei 4°C über Nacht, 
änderten weder die Qualität noch die Quantität des Proteinnachweises. Der Western Blot wurde 
mindestens zweimal wiederholt. 
Im Ergebnis waren diskrete Proteinbanden in allen untersuchten Organen nachweisbar (Abb. 
17). Dabei zeigte das Euter die prominenteste Proteinbande. Das Duodenum und die Leber 
wiesen ebenfalls eine deutliche Proteinbande auf. Im Kolon, in der Niere und in der Lunge war 
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BCRP insgesamt schwächer nachweisbar. Die leicht variierende Höhe der nachgewiesenen 
Proteinbanden entspricht vermutlich der unterschiedlich starken Glykosylierung 
(unglykosyliert ca. 72 kDa und glykosyliert >72-95 kDa).  
 
 
Abb. 17: Repräsentativer Western Blot der Gewebeproben der Ziege. Aufgetragen sind jeweils 
50 µg Protein. BCRP (BXP-53) ca. 72 kDa, GAPDH (Anti-GAPDH) ca. 38 kDa. 
 
 
Abb. 18: Densitometrische Quantifizierung der cBCRP Expression der untersuchten Organe 
relativ zur GAPDH Expression laktierender Ziegen (LINDNER et al. 2013). MW ± SD (n = 2). 
 
Es wurde auch der Einfluss der Laktation auf die Expression des cBCRP im Eutergewebe von 
Ziegen untersucht. Die Proteinanalyse geschah ebenfalls densitometrisch relativ zur GAPDH 
Expression. Im Vergleich zu nicht-laktierenden Tieren stieg die cBCRP Expression im Milch-
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4.3.3 Subzelluläre Lokalisation von BCRP in caprinen Geweben 
 
Die immunhistologische Untersuchung mit dem caprinen Gewebe wurde mindestens dreimal 
reproduziert. In den HE-Kontroll-Färbungen zeigten sowohl frisch fixierte als auch in flüssigem 
Stickstoff schockgefrorene und in Formalin aufgetaute Gewebeproben dabei eine sehr gute 
Morphologie, bei den letztgenannten Gewebeproben ohne erkennbare Gefrierartefakte. Damit 
standen, zeitlich unabhängig von der Schlachtung, stets frische Gewebeproben zur Verfügung, 
was eine kontrollierbare Fixierung zu jeder Zeit erlaubte. So konnte eine Überfixierung der 
Gewebeproben in Formalin umgangen werden.  
Der verwendete Antikörper BXP-21 wurde an humanen (MALIEPAARD et al. 2001), porcinen 
(SCHRICKXS 2006) und equinen (TYDÉN et al. 2010) Gewebeproben immunhistologisch 
eingesetzt und zeigte speziesübergreifend eine vergleichbare Immunreaktivität. Zusätzlich 
wurde der Antikörper BXP-53 speziell zur Untersuchung der Milchdrüse eingesetzt, wie er von 
JONKER et al. (2005) zur subzellulären Lokalisation in humanem, bovinen und murinen 
Eutergewebe verwendet wurde. 
Die Inkubation der Primärantikörper BXP-21 bzw. BXP-53 mit den Gewebepräparaten erfolgte 
nach dem optimierten Protokoll (s. 3.2.2.1) mit einer Antikörperverdünnung der Primär-
antikörper von 1:50, welche bei 4°C über Nacht inkubierten. Niedrigere Verdünnungsstufen 
(z.B. 1:15), wie teilweise in der Literatur beschrieben (TYDÉN et al. 2010), resultierten in 
zunehmend unspezifischen Färbungen und wurden daher nicht angewendet. Ob die 
Primärantikörper 1 h bei RT oder bei 4°C über Nacht inkubierten, änderte weder die Qualität 
noch die Quantität der Färbung. Die Färbung von Blutgefäßen als interne Positivkontrolle 
wurde aus der Literatur übernommen (MALIEPAARD et al. 2001, FANEYTE et al. 2002). Die 
internen Negativkontrollen, bei denen der Primärantikörper durch Blocking-Puffer ersetzt 
wurde, bzw. die Antigen-Demaskierung nicht durchgeführt wurde, zeigten keine Reaktivität. 
Im Folgenden werden die Ergebnisse der einzelnen Organe beschrieben.  
 
Humane Plazenta 
Die Untersuchung der humanen Plazenta diente als Positivkontrolle des 
immunhistochemischen Nachweises des BCRP (MALIEPAARD et al. 2001). Im Präparat 
zeigte sich eine deutliche apikale Lokalisation des BCRP in den Syncytiotrophoblasten. Das 
Gefäßendothel, besonders in Arterien und Kapillaren, zeigte ebenfalls eine deutliche 
Reaktivität (Abb. 19). 
 




Abb. 19: Repräsentative immunhistochemische Lokalisation des BCRP (braun) in humanem 
Plazentagewebe (3.Trimenon) mittels BXP-21 Antikörper (a) und Negativkontrolle (b). sct, 
Syncytiotrophoblasten; a, Arterie; c, Kapillaren. 
 
Duodenum 
Im Duodenum konnte BCRP in den apikalen Epithelien der Enterozyten nachgewiesen werden 
(Abb. 20). Es zeigte sich eine sehr schwache intrazelluläre Reaktivität jedoch eine prominente 
Färbung der Basis der Mikrovilli, die Mikrovilli selbst zeigten dabei keine Reaktivität (Abb. 
20a, Insert). Nicht oder nur sehr schwach angefärbt wurden die Brunner-Drüsen in der Tela 
submucosa (nicht gezeigt). BCRP war sowohl in duodenalen Endothelien von Venen, 
Kapillaren und der Arterien als auch in vegetativen Nervenbündeln nachweisbar, dabei fiel 
jedoch die Färbung, wie auch im Kolon, submucosal deutlicher aus, als in der Mucosa selbst. 
 
Abb. 20: Repräsentative immunhistochemische Lokalisation des BCRP (braun) in caprinem 
Duodenum mittels BXP-21 Antikörper (a) und Negativkontrolle (b). e, Enterozyten; mv, 
Microvilli. 
 




Im Kolon konnte BCRP im Kolonepithel und in den Lieberkühn-Drüsen detektiert werden. In 
diesen Epithelien zeigten sich eine schwache intrazelluläre Färbung und eine deutliche 
Reaktivität in der apikalen Membran der Enterozyten (Abb. 21). In der Tiefe der Lieberkühn-
Drüsen wurde die Färbung stellenweise schwächer oder war nicht mehr nachweisbar. BCRP 
konnte im Kolon sowohl in den Endothelien von Venen, Kapillaren und der Arterien als auch 
in vegetativen Nervenbündeln und Ganglien nachgewiesen werden, wobei die Färbung dieser 
Strukturen in der Submucosa viel deutlicher war, als in der Mucosa.  
 
 
Abb. 21: Repräsentative immunhistochemische Lokalisation des BCRP (braun) in caprinem 




Im Leberparenchym war BCRP immunhistologisch nachweisbar (Abb. 22). In den 
Gallenkanälchen sowie in kleineren und größeren Gallengängen zeigte sich eine ausgeprägte 
apikale und stellenweise laterolaterale Färbung. Die Färbung der Hepatozyten war schwächer 
als in den Gallengängen aber diskret ausgeprägt, hauptsächlich apikal und 
zellmembranassoziiert (Abb. 22a, Insert). Die Färbung von Gefäßen war im Bereich der 
Lebertrias am deutlichsten, im übrigen Lebergewebe war die Färbung schwach oder nicht 
nachweisbar. Zentralvenen zeigten in keinem der Präparate eine Reaktivität (nicht gezeigt). 




Abb. 22: Repräsentative immunhistochemische Lokalisation des BCRP (braun) in caprinem 
Lebergewebe mittels BXP-21 Antikörper (a) und Negativkontrolle (b). bd, Ductus bilifer; h, 
Hepatozyten; c, Kapillare. 
 
Niere 
Das Nierengewebe färbte sich nur im Bereich der Nierenkapsel bis zum Übergang in die 
Sammelrohre in der Nierenpapille, woraus eine bereits auf den Objektträgern sichtbare 
Zweiteilung resultierte. Die Glomeruli, nicht jedoch die Bowmann´schen Kapseln, sowie die 
allermeisten gefäßassoziierten Strukturen zeigten eine Reaktivität für BCRP (Abb. 23). Dabei 
waren v.a. Arterien und Arteriolen um die proximalen Tubuli prominent gefärbt, wohingegen 
Kapillaren in diesem Bereich nur schwach oder nicht angefärbt waren. Die Tubuli waren 
insgesamt variabel jedoch überwiegend intrazellulär und basolateral gefärbt, wobei v.a. die 
Hauptstücke eher verstärkt basolateral gefärbt waren. In Richtung der Sammelrohre verliert 




Abb. 23: Repräsentative immunhistochemische Lokalisation des BCRP (braun) in caprinem 
Nierengewebe mittels BXP-21 Antikörper (a) und Negativkontrolle (b). g, Glomerulum; pt, 
proximale Tubuli; dt, distale Tubuli, a, Arterie/Arteriole. 




In der Lunge war BCRP besonders auf der luminalen Seite des respiratorischen Epithels 
nachweisbar (Abb. 24). Hier zeigten besonders Bronchiolen und Bronchien eine deutliche 
Färbung an der Basis des apikalen Flimmerepithels (Abb. 24a, Insert). Im Bereich der Alveolen 
waren die Pneumozyten insgesamt schwach bis moderat und größtenteils diffus intrazellulär 
angefärbt, teilweise mit apikalen Akzenten. Die Kapillaren der Alveolen an der Blut-Luft-
Schranke waren angefärbt, wie nahezu alle kleineren und größeren Venen, Arterien und 
vegetative Nervenbündel. Peribronchiales Knorpelgewebe und das Mesothel der Pleura zeigte 
in keinem der Schnitte einen positiven Befund (nicht gezeigt).  
 
 
Abb. 24: Repräsentative immunhistochemische Lokalisation des BCRP (braun) in caprinem 
Lungengewebe mittels BXP-21 Antikörper (a) und Negativkontrolle (b). a, Arterie; alv, 
Alveole; br, Bronchus; v, Vene; salv, Sacculus alveolaris; ci, Zilien; re, respiratorisches Epithel. 
 
Milchdrüse 
Die immunhistochemische Färbung des Milchdrüsenparenchyms mit dem Antikörper BXP-21 
resultierte in einer prominenten luminalen Färbung nahezu aller Blutgefäße. Das 
Alveolarepithel färbte sich nur schwach oder zeigte keine Reaktivität (Abb. 25). Das Epithel 
kleinerer und größerer Milchausführungsgänge färbte sich schwach intrazellulär, wobei 
zahlreiche Milchgänge eine deutliche apikale Lokalisation des BCRP zeigten (Abb. 25a). Zum 
Vergleich mit den in der Literatur beschrieben teilweise widersprüchlichen Angaben zur 
Lokalisation des BCRP in der Milchdrüse wurde zusätzlich der Antikörper BXP-53 verwendet 
(JONKER et al. 2005) (Abb.26). 
 





Abb. 25: Repräsentative immunhistochemische Lokalisation des BCRP (braun) in caprinem 
Eutergewebe mittels BXP-21 Antikörper (a) und Negativkontrolle (b). alv, Alveole; dl, Ductus 
lactifer; edl, Epithel des Ductus lactifer. 
 
Die Verwendung des Antikörpers BXP-53 führte zu einer ausgeprägten apikalen Färbung aller 
Alveolarepithelien und der Milchausführungsgänge (Abb. 26). Die Färbung von 
Gefäßstrukturen war insgesamt sehr schwach, war auf einige wenige kleine Venen beschränkt 




Abb. 26: Repräsentative immunhistochemische Lokalisation des BCRP (braun) in caprinem 
Eutergewebe mittels BXP-53 Antikörper (a) und Negativkontrolle (b). alv, Alveole; me, 
Mammaepithel; c, Kapillaren. 
 
 
  ERGEBNISSE  
78 
  
4.4 Funktionelle Charakterisierung des cBCRP  
 
4.4.1 Nachweis der funktionellen Aktivität im Höchst H33342-Transportassay 
 
Die funktionelle Aktivität des transfizierten MDCKII/cBCRP-Zellklons wurde mittels Höchst 
H33342-Transportassay untersucht (s. 3.2.3.5). Bei diesem Assay wird die intrazelluläre 
Akkumulation des Farbstoffes Höchst H33342 in den transfizierten Zellen untersucht. Da dieser 
fluoreszierende Farbstoff ein spezifisches Substrat für das BCRP darstellt (SCHARENBERG 
et al. 2002, KIM et al. 2002) wird der Farbstoff, nachdem es passiv in die Zellen eindringt, 
durch BCRP über die Zellmembran aktiv aus den Zellen eliminiert. Durch die Inhibition des 
BCRP mit dem spezifischen Inhibitor Ko143 (ALLEN et al. 2002) bleibt der Transport aus und 
der Farbstoff reichert sich intrazellulär an. Der hochspezifische Inhibitor Ko143 wurde in 
weiteren Versuchen durch potentielle Substrate/Inhibitoren ersetzt, um eine Interaktion mit dem 
BCRP nachzuweisen.  
Zur Kontrolle wurden bei jedem Experiment auch der MDCKII/Mock-Zellklon eingebunden, 
in dem das Plasmid mit dem 3´-5´-orientierten cBCRP-Insert in das Genom integriert wurde. 
Western Blot Untersuchungen dieses Zellklons ließen bereits vermuten, dass von diesem Mock-
Zellklon keine funktionelle BCRP-Aktivität zu erwarten war, da kein funktionelles Protein 
exprimiert wird (s. 4.2.2). Als weitere Kontrolle wurden cBCRP-Zellen eingebunden, die nur 
mit Höchst H33342 inkubiert wurden. 
Zunächst wurden die optimalen Bedingungen für den Höchst-Assay im 96-well 
Mikrotiterverfahren ermittelt. Dazu war es nötig, die optimalen Zeitpunkte für die Messung der 
Effluxaktivität bzw. der Farbstoff-Akkumulation zu bestimmen. Durch Vorversuche, die an die 
Angaben der Literatur angelehnt waren (SCHARENBERG et al. 2002, KIM et al. 2002), wurde 
zunächst die zeitabhängige Akkumulation des Höchst H33342-Farbstoffes in den 
MDCKII/cBCRP und MDCKII/Mock Zellen über einen Zeitraum von 60 Minuten getestet. In 
Abb. 27 erkennt man, dass sich die Höchst-Akkumulation (20 µM) in den MDCKII/Mock-
Zellen (Negativkontrolle) deutlich von den MDCKII/cBCRP-Zellen unterschied. Nach nur 5 
min war die relative intrazelluläre Fluoreszenz in den MDCKII/Mock 1,7-fach, nach 20 min 
1,9-fach und nach 60 min 3,7-fach höher, als in den MDCKII/cBCRP-Zellen. Damit konnte 
gezeigt werden, dass der cBCRP-Zellklon funktionell aktiv war und den Farbstoff aus den 
Zellen transportierte, da die Höchst H33342-Akkumulation deutlich schwächer ausfiel, als in 
der Negativkontrolle. 
 




Abb. 27: Zeitabhängige Akkumulation von 20 µM Höchst H33342 in MDCKII/cBCRP-Zellen 
und MDCKII/Mock-Zellen. MW ± SD, n= 12. 
 
In einem weiteren Schritt wurde nun die relative Zunahme der Höchst H33342-Akkumulation 
durch den spezifischen Inhibitor Ko143 über 60 min zu bestimmten Zeitpunkten an den 
MDCKII/cBCRP Zellen getestet (Abb. 28). 
 
Abb. 28: Anstieg (Pfeile) der Höchst H33342-Akkumulation in MDCKII/cBCRP Zellen durch 
den BCRP Inhibitor Ko143 (5 µM). MW ± SD, n= 12. 
  ERGEBNISSE  
80 
  
Wie in Abb. 28 ersichtlich, war es möglich, den zeitabhängigen Efflux von Höchst H33342 in 
den MDCKII/cBCRP Zellen durch 5 µM Ko143 nahezu vollständig aufzuheben. Unter dem 
Einfluss des spezifischen BCRP-Inhibitors Ko143 akkumulierte Höchst H33342 intrazellulär 
in den MDCKII/cBCRP Zellen bereits nach 5 min vergleichbar mit der Mock-Kontrolle. Die 
Inhibition mit Ko143 hatte auf die Mock-Kontrolle hingegen keinen relevanten Einfluss. Man 
erkennt zudem, dass in den MDCKII-cBCRP Zellen nach einer initialen Aufnahme des 
Farbstoffes innerhalb von 20 min eine Plateauphase nach etwa 30 Minuten folgt.  
Durch diese Versuche zur Funktionalität und Inhibierbarkeit wurden die optimalen 
Bedingungen für die funktionelle Charakterisierung des cBCRP mittels Höchst H33342-Efflux 
mit 20 µM Höchst H33342, 5 µM Ko143 und den Zeitpunkten t5 und t20 (in min) festgesetzt. 
 
Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der Efflux-Aktivität des cBCRP durch den 
hochspezifischen Inhibitor Ko143 vermittelt wurde. Um auszuschließen, dass P-Glykoprotein 
(P-gp), ein weiterer wichtiger ABC-Transporter in den verwendeten MDCKII-Zellen 
(KNEUER et al. 2005), einen Einfluss auf den Höchst H33342-Efflux hat, wurde der P-gp 
spezifische Inhibitor Verapamil eingesetzt. Wie in Abb. 29 zu erkennen ist, hatte die Zugabe 
von 50 µM Verapamil keinen Einfluss auf den cBCRP-vermittelten Höchst H33342-Efflux. 
Der Einsatz einer niedrigeren Konzentration von 10 µM Verapamil (nicht abgebildet) hatte 
ebenfalls keinen Einfluss auf den Höchst H33342-Efflux. 
 
Abb. 29: Zeitabhängigkeit der Höchst H33342 Akkumulation in Anwesenheit von 50 µM 
Verapamil. MW ± SD, n= 12.  
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Um nun potentielle Substrate für das cBCRP zu testen, wurde der Höchst H33342-Assay mit 
der Modell-Substanz Enrofloxacin als bekanntes Substrat (PULIDO et al. 2006, ALVAREZ et 
al. 2008) getestet. Dabei wurde der spezifische Inhibitor Ko143, der bei 5 µM die maximale 
Inhibition des cBCRP bewirkte (s. Abb. 28), durch das Substrat Enrofloxacin in verschiedenen 
Konzentrationen ersetzt.  
 
Abb. 30: Zunahme der relativen Inhibition des Höchst H33342-Efflux in MDCKII/cBCRP 
Zellen durch Enrofloxacin gegenüber Ko143 (Cmax: 12 µM; 10 x Cmax: 120 µM; 50 x Cmax: 600 
µM). MW ± SD, n= 12, p<0,001 ***. 
 
Die relative Inhibition des Höchst H33342-Efflux, wie in Abb. 30 dargestellt, stieg signifikant 
mit zunehmenden Konzentrationen von Enrofloxacin. Der Effekt auf den Höchst H33342 
Transport war bei der therapeutischen Konzentration (Cmax) bereits signifikant.  
 
Damit konnte gezeigt werden, dass das in vitro Testsystem zum Screening potentieller Substrate 
bzw. Inhibitoren geeignet ist, reproduzierbare Daten liefert und dass Enrofloxacin bereits das 
erste potentielle Substrat für cBCRP darstellt, auch wenn die relative und konzentrations-
abhängige Inhibition des cBCRP im Vergleich zu Ko143 deutlich geringer ausfiel.  
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4.4.2 Potentielle Substrate des cBCRP 
 
Nach der Etablierung des in vitro Testsystems mit dem Modell-Substrat Enrofloxacin wurden 
nun unter gleichen Bedingungen verschiedene Arzneimittel und Pflanzeninhaltsstoffe auf ihre 
potentielle Interaktion mit dem cBCRP getestet (s. 3.2.3.5). Die Substanzen wurden nach 
folgenden Kriterien ausgewählt: a) breite Anwendung in der veterinärmedizinischen Praxis bei 
Rind, Schaf und Ziege (Antibiotika, Antiparasitika und Antiphlogistika/Antipyretika), b) die 
Substanzen standen als zugelassenes Präparat zur Verfügung, c) die Substanzen konnten als 
Reinsubstanz in p.A. Qualität bezogen werden und d) die Substanzen waren mehrheitlich noch 
nicht als BCRP-Substrat beschrieben. Neben Tierarzneimitteln wurden auch pflanzliche 
Futtermittelinhaltstoffe, Flavonoide, herangezogen, für die ähnliche Kriterien galten. Von der 
maximalen Plasmakonzentration (Cmax) ausgehend wurden zusätzlich die 10- und 50-fache 
maximale Plasmakonzentration im Höchst H33342-Assay untersucht. Die maximalen Plasma-
konzentrationen entstammen Datenbanken (www.vetidata.de und www.vetpharm.ch) und 
beruhen auf pharmakokinetischen in vivo Versuchen an Rindern, Schafen und Ziegen. 
 
Falls die Zellviabilität der MDCKII/cBCRP-Zellen im WST-1 Test unter dem Einfluss einer 
Substanz einer bestimmten Konzentrationen unter 90 % sank, wurde die Substanz nicht im 
Höchst-Assay untersucht. Unter diesen Umständen konnte eine Störung der Zellintegrität durch 
die Substanz bzw. Lösungsmittel nicht ausgeschlossen werden. So musste als einzige Substanz 
Amoxicillin aus der Auswertung herausgenommen werden, da in allen getesteten 
Konzentrationen eine Senkung der Zellviabilität unter 85 % eintrat. Bei Cefalexin, Albendazol 
und Flunixin war die 50-fache cmax Konzentration wegen Toxizität nicht auswertbar. Blieb die 
Zellviabilität in Anwesenheit der höchsten getesteten Konzentration über 50%, konnten keine 
IC50 Werte (inhibitorische Konzentration) abgeleitet werden. Von manchen getesteten 
Substanzen konnten IC50 Werte ermittelt werden, so für: Albendazol (~ 101 µM), Ampicillin 
(~ 224 µM), Cefalexin (~ 414 µM), Flunixin (~ 1625 µM), Lincomycin (~ 281 µM) und 
Sulphaethoxypyridazin (~ 1670 µM) (WASSERMANN et al. 2013b). 
 
Gezeigt sind im Folgenden die Ergebnisse der Höchst H33342 Versuche mit den 
MDCKII/cBCRP (cABCG2) relativ zu den MDCKII/Mock (Mock) Zellen im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle mit 13 Antibiotika. Dargestellt sind die Einflüsse der Wirkstoffe auf 
die Höchst H33342 Akkumulation unter Verwendung pharmakologisch relevanter 
Konzentrationen (Cmax), die in vivo bei diesen Tierarten vorkommen (s. 3.2.3.5, s. Tab.8) 






Abb. 31: Einfluss der untersuchten Antibiotika auf die Höchst H33342 Akkumulation in 
MDCKII/cBCRP-Zellen. MW ± SD, n = 12, p ≤ 0,001 ***, p ≤ 0,01 **. Gezeigt ist der Einfluss 
der verschiedenen Antibiotika in der maximalen Plasmakonzentration cmax (s. Tab. 8), Ko143 
Kontrolle siehe Abb. 33. 
 
 
Die Wirkstoffe Cefalexin, Enrofloxacin und Chlortetracyclin bewirkten in der therapeutischen 
Konzentration eine signifikante Zunahme der Höchst H33342 Akkumulation in den 
MDCKII/cBCRP Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Cloxacillin inhibierte das Testsystem 
weniger signifikant und nur in der therapeutischen Dosis, dieser Effekt verlor sich bei höheren 
Konzentrationen (10 x Cmax, 50 x Cmax). 
 
Die Akkumulation des Farbstoffes war bei Enrofloxacin und Chlortetracyclin 
konzentrationsabhängig (s. Abb. 33). Im Gegensatz dazu kam es unter Verwendung 
wirkstoffverwandter Substanzen, wie Cefazolin und Ceftiofur (Cephalosporine), 
Marbofloxacin (Fluorochinolone) und Tetracyclin (Tetracycline) zu keiner signifikanten 
Akkumulation des Farbstoffes. Die verwendeten Makrolide, Lincomycin, Ampicillin und 
Sulphaethoxypyridazin hatten keinen Einfluss auf den Höchst Efflux. 
 




Abb. 32: Einfluss der untersuchten nicht-antibiotischen Wirkstoffe auf die Höchst H33342 
Akkumulation in MDCKII/cBCRP-Zellen. MW ± SD, n = 12, p ≤ 0,001 ***, p ≤ 0,01 **. 
Gezeigt ist der Einfluss der verschiedenen Wirkstoffe in der maximalen Plasmakonzentration 
cmax (s. Tab. 8) (Querzetin: 2,5 µM), Ko143 Kontrolle siehe Abb. 33. 
 
Die antiparasitär wirkenden Benzimidazole Albendazol und Oxfendazol sowie die 
makrozyklischen Laktone Eprinomectin und Moxidectin bewirkten eine signifikante Zunahme 
der Akkumulation des Farbstoffes im Vergleich zur Kontrolle.  
 
Auch die Antiphlogistika Flunixin und Na-Salicylat führten zur signifikanten Zunahme der 
H33342 Akkumulation in den Zellen. Bei Flunixin stieg die Höchst Akkumulation linear und 
konzentrationsabhängig. 
 
Die Flavonoide Equol und Querzetin zeigten ebenfalls einen Einfluss auf den H33342-Efflux, 
Querzetin führte konzentrationsabhängig zu einer 1,4-fach stärkeren Akkumulation, als der zur 
Validierung verwendete Inhibitor Ko143 (s. Abb. 33). 
 




Abb. 33: Konzentrationsabhängiger Einfluss getesteter Wirkstoffe auf die Höchst H33342 
Akkumulation in MDCKII/cBCRP-Zellen in der maximalen Plasmakonzentration cmax, 10 x 
cmax und 50 x cmax (s. Tab. 8). MW ± SD, n = 12, alle Substanzen bewirkten eine signifikante 
Akkumulation p ≤ 0,001 ***.  
 
Bei den Wirkstoffen Enrofloxacin, Chlortetracyclin, Flunixin und Querzetin war die Zunahme 
der H33342 Akkumulation in den Zellen ausgehend von der maximalen Plasmakonzentration 
konzentrationsanhängig. Klare Linearität zeigte sich bei Flunixin.  
 
Zusammenfassend konnten mit dem Höchst H33342-Assay also Substanzen gefunden werden, 
die keinerlei oder einen geringen signifikanten Einfluss auf die cBCRP-Effluxaktivität hatten. 
Daneben ergaben sich durch diese Messungen auch potentielle Substrate bzw. Inhibitoren, die 










Wie in der Literaturübersicht dargelegt, kann der Effluxtransporter BCRP einen großen 
Einfluss auf die Pharmakokinetik haben, da sich die Verteilung von Xenobiotika durch aktive 
Transportprozesse im Organismus verändern kann. In der vorliegenden Arbeit wurden der 
Effluxtransporter BCRP aus caprinem laktierendem Eutergewebe kloniert und Voraus-
setzungen für die funktionelle Charakterisierung geschaffen. Der Schwerpunkt der Arbeit lag 
dabei auf der Untersuchung des laktierenden Euters. Um jedoch einen Überblick über die 
Expression in die für die Pharmakokinetik relevanten Organe bei laktierenden Ziegen zu 
erhalten, wurden zudem Dünndarm, Dickdarm, Leber, Niere und Lunge hinsichtlich der 
Expression und subzellulären Lokalisation des cBCRP untersucht. 
 
5.1 Molekularbiologische Charakterisierung des caprinen BCRP 
 
Die mRNA des caprinen BCRP wurde aus dem laktierenden Euter isoliert und mittels RT-PCR 
untersucht. Die zwei überlappenden DNA-Klone aus der RACE-PCR wurden zu einem 
Gesamt-Klon ligiert, kloniert und sequenziert. Die DNA-Sequenz des cBCRP wurde 
computerbasiert analysiert (s. 4.1.1.6) und stellt die erste Gensequenz des BCRP der Weißen 
Deutschen Edelziege dar, die zudem neben dem orf von 1977 bp auch Teile des 5´- und 3´-UTR 
Bereichs miteinbezieht, wodurch nun auch Untersuchungen der Genregulation möglich werden.  
Mittels computerbasierter Translation der cBCRP-cDNA in eine Proteinsequenz konnten alle 
konservierten Motive des BCRP nachgewiesen werden, insbesondere die ATP-Bindungsstellen 
und weitere Bereiche wie Walker A, Walker B, Q-loop, D-loop, H-loop/switch region und das 
charakteristische ABC signature Motiv (HIGGINS 1992, GOTTESMANN et al. 1996, 
AMBUDKAR et al. 2006). Weiter konnten die für den Halbtransporter BCRP 
charakteristischen sechs Transmembran-Helices (WANG et al. 2008, NI et al. 2010) gezeigt 
werden, ebenso, dass sowohl das N- als auch das C-terminale Ende des cBCRP voraussichtlich 
intrazellulär positioniert sind. Diese evolutionär konservierten Charakteristika konnten so für 
das caprine BCRP computerbasiert vorhergesagt werden, welche als essentiell für die Funktion 
ATP-bindender Transportproteine (KRISHNAMURTHY und SCHÜTZ 2006) angesehen 
werden. 
Im Ergebnis zeigten sich deutliche DNA-Sequenzübereinstimmungen des orf innerhalb der 
landwirtschaftlichen Nutztiere Rind, Schaf und Ziege, was durch die evolutionäre Nähe dieser 
Tierarten bereits zu vermuten war. Gleiches gilt für die Proteinsequenz des BCRP mit hohen 
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Übereinstimmungen zwischen Ziege und Schaf (99,4 %) bzw. Ziege und Rind (96,8%). 
Dagegen konnten auch Abweichungen der Proteinsequenz zwischen Ziege und anderen 
veröffentlichten Referenzsequenzen (NCBI) gefunden werden: Schwein (13,4%), Mensch 
(16,0 %), Maus (22,5%) und Ratte (22,9%). Dies ist deshalb bedeutend, da belastbare in vivo 
Daten bezüglich der Beteiligung des BCRP an der Elimination von Xenobiotika in die Milch 
bisher ausschließlich durch Studien an Mäusen (Knock-out gegenüber Wildtyp) vorliegen 
(ALLEN et al. 2002, VAN HERWAARDEN et al 2006, JONKER et al. 2005, VLAMING et 
al. 2009). Es existieren von dieser Tierart Knock-out Tiere (JONKER et al. 2002) und der 
Einsatz des hochspezifischen Inhibitors Ko143 in vivo ergab einen signifikanten Einfluss des 
BCRP auf die Milchsekretion von Xenobiotika (VAN HERWAARDEN et al 2006, JONKER 
et al. 2005) bzw. deren orale Verfügbarkeit (ALLEN et al. 2002). 
Bei anderen Tierarten, wie bei Schafen (MERINO et al. 2005, PULIDO et al. 2006) oder Ziegen 
(EL-SOOUD 2003) konnte nur indirekt über die Interaktion simultan verabreichter 
Tierarzneimittel (potentieller BCRP Substrate) auf die Beteiligung des BCRP geschlossen 
werden, ohne dass ein spezifischer Inhibitor in vivo eingesetzt wurde. Die in vivo 
Koadministration von Enrofloxacin und Albendazol bei laktierenden Ziegen senkte zum 
Beispiel die Konzentration von Enrofloxacin in der Milch signifikant (EL-SOOUD 2003). 
Betrachtet man den Unterschied der Proteinsequenz von Ziege und Maus (22,5%), könnten 
unterschiedliche Proteinsequenzen auch zu einem unterschiedlichen Substrat- bzw. 
Inhibitorspektrum führen, weshalb Daten aus diesen in vivo Versuchen an Mäusen nicht einfach 
auf Ziegen übertragen werden können. 
  
Tatsächlich wurden bereits Unterschiede in der funktionellen Aktivität diverser ABC-
Transporter in verschiedenen Spezies nachgewiesen (SCHRICKX und FINK-GREMMELS 
2008), was auf solche Proteinsequenzunterschiede zurückzuführen sein könnte. Im Detail 
beschreibt ROBEY et al. (2003) und NAKANISHI et al. (2003), dass eine einzige Mutation der 
Aminosäure 482 (482R, 482G und 482T) in vitro zu einer veränderten Spezifität des humanen 
BCRP bestimmter Substrate bzw. Antagonisten, z.B. Mitoxantron (ROBEY et al. 2003) führen 
kann. Ein weiteres Beispiel für tierartliche Unterschiede in der Proteinsequenz ist die 
Aminosäure 581 (s. 4.1.1.6, Abb. 12): während sich z.B. im porcinen und humanen BCRP hier 
die Aminosäure Phenylalanin befindet, teilen sich Rind, Schaf und Ziege an dieser Position die 
Aminosäure Tyrosin, welche eng mit höheren Protein- und Fettgehalten in der Milch von 
Rindern assoziiert ist (COHEN-ZINDER et al. 2005). Dies könnte durch die veränderte 
Milchzusammensetzung einen Einfluss auf die mammäre Elimination haben könnte. Wie stark 
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dieser Einfluss auf die Pharmakokinetik ist, wurde bisher jedoch nicht untersucht. Vorstellbar 
ist, dass erhöhte Fettgehalte in der Milch im Allgemeinen zu einer stärkeren Akkumulation von 
lipophilen Xenobiotika führen könnten. Das dioxin response element (DRE) konnte im 5´ UTR 
Promotor-Bereich der caprinen und bovinen cDNA gefunden werden, nicht jedoch in der 
ovinen cDNA. Es konnte gezeigt werden, dass die bBCRP Effluxaktivität in primären bovinen 
Mammaepithelzellen einer Upregulation durch Aryl Hydrocarbon Rezeptor (AhR) Liganden, 
wie Dioxin oder das Pestizid Perchloraz, unterliegt (HALWACHS et al. 2013). Eine erhöhte 
Effluxaktivität des Transporters durch Umweltbelastungen bzw. Pestizide könnte eine 
speziesspezifische Veränderung der Rückstandskinetik bewirken. Dies unterstreicht, dass 
unterschiedliche Tierarten einzeln hinsichtlich der Substratspezifität untersucht werden 
müssen. Für das cBCRP muss diese Upregulation des AhR noch nachgewiesen werden. 
 
5.2 Subzelluläre Lokalisation des cBCRP in relevanten Geweben 
 
Um den Transport der oben genannten potentiellen Substrate durch das cBCRP im 
histologischen Kontext der Gewebebarrieren zu verstehen, wurden immunhistologische 
Untersuchungen in pharmakokinetisch relevanten Organen der Ziege durchgeführt. Zunächst 
wurde die Transkription der BCRP-mRNA, anschließend die Proteinexpression des BCRP und 
schließlich die subzelluläre Lokalisation dieses Transportproteins untersucht, um erste 
Aussagen über einen vektoriellen Transport machen zu können. Diese Ergebnisse wurden 
veröffentlicht (LINDNER et al. 2013). 
 
5.2.1 Nachweis der Genexpression des cBCRP in relevanten Geweben 
 
Mittels RT-PCR und PCR Techniken wurde die cBCRP-DNA in den entsprechenden Geweben 
nachgewiesen (s. 4.4.1). Da der Schwerpunkt der Arbeit auf dem Nachweis des cBCRP und 
dessen subzellulärer Expression und Lokalisation lag, wurde auf eine quantitative RT-PCR 
verzichtet und der semiquantitative Nachweis vorgezogen. Tatsächlich waren die Unterschiede 
in der Signalstärke der PCR-Produkte gering, wobei das cBCRP im Euter, in der Lunge und im 
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5.2.2 Nachweis der Proteinexpression des cBCRP in relevanten Geweben 
 
In einem nächsten Schritt wurde das cBCRP-Protein mittels Western Blot Analysen 
nachgewiesen (s. 4.4.2). Auf Proteinebene zeigten sich viel deutlichere Expressions-
unterschiede für das cBCRP als beim mRNA-Nachweis: Die höchste Expression zeigte sich 
stets im laktierenden Eutergewebe der Ziege. Die Expression im Dünndarm und in der Leber 
waren hoch, im Dickdarm und der Lunge war sie moderat und in der Niere gering. Die 
Proteinbanden zeigten dabei unter reduzierenden Bedingungen das errechnete und erwartete 
Molekulargewicht des caprinen BCRP von 73 kDa, jedoch waren auch Proteinbanden höheren 
Molekulargewichtes nachweisbar. Diese Feststellung deckt sich mit Nachweisen aus der 
Literatur und ist wahrscheinlich auf verschiedene Glykosylierungsgrade dieses Proteins 
zurückzuführen (s. 2.2), wie sie bereits für das humane und ovine BCRP dargestellt wurden 
(MOHRMANN et al. 2005, PULIDO et al. 2006, WANG et al. 2008, NI et al. 2010). Das 
cBCRP konnte unter reduzierenden Bedingungen in allen Versuchen jeweils als „halber 
Transporter“ mit einem Molekulargewicht von 73-85 kDa dargestellt werden. Dies unterstreicht 
beim caprinen BCRP, dass es sich um einen Halbtransporter aus der Gruppe der ABCG2-
Transporter handelt. Wie viele solche Halbtransporter-Einheiten jedoch einen „ganzen“, 
funktionell aktiven Transporter bilden, ist nach wie vor Gegenstand der Forschung. 
Verschiedene Autoren gehen zumindest von einem Homodimer aus (DOYLE et al. 1998, 
LITMANN et al. 2002) beziehungsweise davon, dass das BCRP in noch höher organisierten 
Strukturen mit 8-12 Einheiten vorliegen könnte (OZVEGY et al. 2001, XU et al. 2004, Xu et 
al. 2007, MCDEVITT et al. 2006). Im Vorfeld wurden durch computerbasierte 
Proteinsequenzanalysen (s. 4.1.1.6) die für molekulare Schwefelbrückenbindungen 
entscheidenden extrazellulären Cysteine Cys-595, Cys-606 und Cys-611 (s. Abb. 12) zwischen 
den Transmembrandomänen 5 und 6 (s. Abb. 10) des cBCRP-Proteins vorhergesagt. Diese 
spielen sehr wahrscheinlich nicht nur für die Struktur, sondern auch für die Substratspezifität 
eine wichtige Rolle spielen (HENRIKSEN et al. 2005). Weiter wurde gezeigt, dass das caprine 
BCRP glykosyliert vorliegen kann, bzw. intra- und intermolekulare Schwefelbindungen sehr 
wahrscheinlich sind. Dabei waren für das caprine BCRP-Protein insgesamt 6 putative N-
Glykosylierungsstellen (327 NDT, 341 NSS, 599 NVT, 603 NNT, 439 NQC und 593 NFC) 
nachweisbar (s. Abb. 12). 
Zusammengefasst konnte das caprine BCRP Protein in allen untersuchten Organen 
nachgewiesen werden. Die quantitativen Unterschiede in der Proteinexpression im Vergleich 
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zu den mRNA-Nachweisen des cBCRP in diesen Geweben lässt, wie bereits in der Literatur 
beschrieben (TYDÉN et al. 2010), auf posttranskriptionelle Faktoren schließen. 
TYDÉN et al. (2010) konnten, im Gegensatz zu den Transportern MRP2 und MRP1, keine 
signifikante Korrelation zwischen Gen- und Proteinexpression für das equine BCRP im 
Darmgewebe herstellen. Daher scheint der Proteinnachweis für die tatsächliche Abschätzung 
der Expressionsrate besser geeignet zu sein. Dennoch gibt es, wie beim Nachweis der cBCRP 
Transkripte, auch beim Proteinnachweis des BCRP Limitierungen, die im Folgenden 
ausgeführt werden. 
 
5.2.3 BCRP in Blutgefäßen: methodische Limitierung des mRNA- und Proteinnachweises  
 
Die gängigen Nachweismethoden für mRNA/DNA bzw. Western Blot beruhen auf der 
Aufarbeitung aus nativen Gewebestückchen, die zwangsläufig auch immer eine gewisse Anzahl 
bzw. Dichte an Blutgefäßen enthalten. Daher könnte auch in Gewebekompartimenten, die 
wenig oder gar kein BCRP enthalten, der Gen- oder Proteinnachweis positiv verlaufen, wenn 
in Blutgefäßen BCRP exprimiert werden würde. 
BCRP wurde in Blutgefäßen nachgewiesen und die potentielle funktionelle Aktivität in 
Endothelien angenommen (DOYLE und ROSS 2003, MALIEPAARD et al. 2001, SCHRICKX 
2006, OTA et al. 2009, TYDÉN et al. 2010 GRAFF und POLLACK 2004, CISTERNINO et 
al. 2004, COORAY et al. 2002, EISENBLÄTTER et al. 2003). Der mRNA/DNA-, bzw. 
Proteinnachweis des BCRP wird damit durch die Dichte der Blutgefäße beeinflusst. Dieses 
Problem konnte seit der ersten Beschreibung von MALIEPAARD et al. (2001) und DOYLE 
und ROSS (2003) bis heute nicht zufriedenstellend gelöst werden. Grundsätzlich müssen daher 
mRNA/DNA- und Proteinnachweise aus Gewebe oder Bioptaten sehr vorsichtig interpretiert 
werden (DOYLE und ROSS 2003). Als Lösung wurde in der vorliegenden Arbeit die 
immunhistologische Methode angewendet, um die subzelluläre Lokalisation des cBCRP 
unabhängig von eventuellen Einflüssen durch Blutgefäße zu untersuchen. 
 
5.2.4 Immunhistologische Lokalisation des cBCRP  
 
Zum immunhistologischen Nachweis des cBCRP in den genannten Organen wurden 4 µm 
dicke Paraffin-Schnitte mit etablierten Antikörpern (BXP-21 und BXP-53) getestet. Alle 
caprinen Gewebeschnitte wurden mit dem Antikörper BXP-21 getestet, wie für humane, equine 
bzw. porcine Gewebe etabliert (MALIEPAARD et al. 2001, TYDÉN et al. 2010, SCHRICKX 
2006), Daneben wurde das cBCRP im Eutergewebe zusätzlich mit dem Antikörper BXP-53 
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immunlokalisiert, wie für humane und bovine Gewebe etabliert (JONKER et al. 2005, PULIDO 
et al. 2006). Wie aus den PCR- und Western Blot Analysen zu erwarten war, konnte cBCRP in 
allen getesteten Organen immunhistologisch dargestellt werden. Zusammenfassend konnte 
dieser Effluxtransporter in den apikalen Epithelien von Dünn- und Dickdarm, der Bronchien, 
der Gallengänge und des Euterepithels nachgewiesen werden. Diese subzelluläre Lokalisation 
deckt sich überwiegend mit den in der Literatur beschriebenen speziesübergreifenden 
Lokalisationen in der apikalen Membran humaner, boviner, equiner und porciner Epithelien 
(MALIEPAARD et al. 2001, FANEYTE et al. 2002, TYDÉN et al. 2010, SCHRICKX 2006, 
Jonker et al. 2005, SCHEFFER et al. 2002). Abweichende Ergebnisse ergaben sich für die eher 
basolaterale und intrazelluläre Lokalisation in den Nierentubuli der Ziege gegenüber der 
apikalen Lokalisation in humanen Nierentubuli (SCHRICKX 2006, HULS et al. 2008). 
 
5.2.4.1 Immunlokalisationen des cBCRP im Darmgewebe 
 
Fasst man die Lokalisation des cBCRP in Dick- und Dünndarm zusammen, so ergibt sich ein 
deutliches Expressionsmuster, welches Einflüsse des Transporters auf die Pharmakokinetik 
sehr wahrscheinlich werden lässt. Durch die Expression in den apikalen Epithelien des Darms 
könnte die Verfügbarkeit zugeführter Xenobiotika bei Ziegen eingeschränkt werden, ein 
wichtiges Phänomen, das für das BCRP in vivo bei Mäusen bereits beschrieben wurde (ALLEN 
et al. 2002, VAN HERWAARDEN und SCHINKEL 2006, VLAMING et al. 2009). Dadurch 
sinkt die orale Bioverfügbarkeit für Substanzen, die potentielle Substrate für das cBCRP 
darstellen, was zu nicht erwünschten subtherapeutischen Plasmakonzentrationen führen könnte, 
falls eine systemische Verteilung erwünscht ist.  
Eine verminderte Resorption kann bei Anthelminthika auch gewünscht sein, um eine 
vorwiegend intestinale Wirkung zu erreichen. Für Benzimidazole, welche häufig als 
Anthelminthika bei Ziegen angewendet werden, könnten sich durch die geringe Resorption die 
Wirkkonzentration und Wirkdauer im Darmlumen erhöhen und die Effektivität gegenüber 
Helminthen gesteigert werden, solange nur ein geringer intestinaler Metabolismus stattfindet. 
Albendazol, ein Benzimidazol, wurde bereits als Substrat für das humane und murine BCRP in 
vitro beschrieben (MERINO et al. 2005b), was die therapeutische Effektivität einerseits und 
die geringe Resorption aus dem Darm erklären könnte.   
In der vorliegenden Arbeit konnten mittels Höchst-Assay signifikante Interaktionen von 
Moxidectin und Eprinomectin (Makrolide) sowie Oxfendazol und Albendazol (Benzimidazole) 
mit dem caprinen BCRP nachgewiesen werden, was das Spektrum innerhalb der 
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Anthelminthika als BCRP-Substrate oder -Inhibitoren erweitert bzw. nachgewiesene 
Interaktionen des BCRP mit Oxfendazol und Moxidectin bestätigt (MERINO et al. 2005b, 
PEREZ et al. 2009). Daher sind gerade für diese Substanzklasse weiterführende Fluxstudien 
hinsichtlich des cBCRP notwendig, um Veränderungen der Pharmakokinetik abschätzen zu 
können. 
 
5.2.4.2 Immunlokalisation des cBCRP in der Leber 
 
Bezieht man die in dieser Arbeit nachgewiesene apikale Expression des cBCRP in den 
Hepatozyten und Gallengängen mit ein, so ließen sich first-pass Effekte und die cBCRP-
vermittelte Elimination zusammenbringen: die, wenn auch geringe, Resorption aus dem Darm 
und der effektive Efflux aus den Hepatozyten in die Gallengänge sowie die Elimination zurück 
in das Darmlumen vervollständigen den entero-hepatischen Kreislauf für BCRP-Substrate. 
Zudem erklärt sich möglicherweise die hohe Effektivität von diesen Anthelminthika gegenüber 
Parasiten, die sich in den Gallengängen befinden, wie Fasziola-Spezies.   
Gleiches gilt selbstverständlich für antibakterielle Wirkstoffe, die BCRP-Substrate oder 
Inhibitoren darstellen. Neben Enrofloxacin, welches in vitro als Substrat für das humane und 
bovine und caprine BCRP bestätigt wurde (PULIDO et al. 2006, REAL et al. 2011b, 
WASSERMANN et al. 2013b), konnten in dieser Arbeit zum ersten Mal Interaktionen des 
cBCRP mit Cefalexin aufgezeigt werden, so dass für diese beiden Substanzen ebenfalls die 
oben genannten Änderungen der Pharmakokinetik auftreten könnten. Die Expression und 
subzelluläre Lokalisation des cBCRP in Darm- und Leberepithel könnten also klinisch 
relevante Veränderungen der Verteilung von Xenobiotika zur Folge haben, daher sollten 
Arzneimittel-kombinationen von BCRP-Substraten bzw. –Inhibitoren vermieden oder mit 
gegebener Vorsicht angewendet werden, um Wechselwirkungen zu vermeiden.  
 
Unabhängig von Substanzen, die als Arzneimittel eingesetzt werden, muss zudem bedacht 
werden, dass auch Futtermittelinhaltsstoffe, z.B. Flavonoide wie Equol, Quercetin (AN et al. 
2011, ALVAREZ et al. 2010) und Pilztoxine, wie z.B. Fumitremorgin C (FTC) (ALLEN et al. 
2002) Interaktionen mit diesem wichtigen Effluxtransporter zeigen. Diese Substanzen könnten 
die hepatische Elimination beeinflussen. In dieser Arbeit konnten erstmals signifikante 
Interaktionen von Equol und Quercetin mit dem caprinen BCRP nachgewiesen werden. Um 
diese Hypothese zu bestätigen, sind weiterführende Fluxstudien und pharmakokinetische 
Untersuchungen notwendig. 
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5.2.4.3 Immunlokalisation des cBCRP in der Lunge 
 
Die Expression des caprinen BCRP in den apikalen Epithelien der Bronchien konnte 
immunhistologisch nachgewiesen werden und deckt sich mit Untersuchungen von SCHRICKX 
(2006) und SCHEFFER et al. (2002) in porcinem bzw. humanem Lungengewebe. Die beiden 
Autoren schlossen dabei auf eine zytoprotektive Funktion des BCRP in den luftleitenden 
Wegen der Lunge, was auch auf das caprine BCRP übertragen werden könnte. Durch die 
apikale Lokalisation des cBCRP im Flimmerepithel der Bronchien könnte die Resorption 
inhalierter Xenobiotika begrenzt werden und auf diese Weise zur Zytoprotektion des 
Lungengewebes und des Gesamtorganismus beitragen. Durch die potentielle Akkumulation 
systemisch verabreichter Xenobiotika im bronchialen Mukus könnten, wie im Darmlumen, 
Konzentrationen und Wirkdauer von Xenobiotika in den Bronchien steigen. Diese lokale 
Veränderung der Verteilung von Arzneimitteln durch das apikal exprimierte BCRP könnte so 
die Effektivität von Antibiotika und Antiparasitika direkt am Ort der Infektion bzw. Infestation 
steigern. Dies könnte möglicherweise auch erklären, warum Benzimidazole trotz ihrer geringen 
Resorption aus dem Magen-Darm-Trakt in den Bronchien einen effektiven therapeutischen 
Effekt auf extraintestinale Stadien bestimmter Helminthen haben könnten.  
 
5.2.4.4 Immunlokalisation des cBCRP in der Niere 
 
Das Expressionsmuster des cBCRP im Nierengewebe konnte ebenfalls immunhistologisch 
gezeigt werden. Neben der moderaten Expression in den Glomeruli zeigte sich eine deutliche 
basolaterale und moderate intrazelluläre Expression in den proximalen Tubuli, wobei die 
Färbung zu den distalen Tubuli schwächer wird und ab den Sammelrohren nicht mehr 
nachweisbar war. Die Glomeruli bestehen aus Kapillarschlingen und exprimieren BCRP. 
Interessanterweise konnte MALIEPAARD et al. (2001) keine immunhistologische Färbung des 
humanen Nierengewebes erreichen, wohingegen SCHRICKX (2006) in seinen humanen 
Positivkontrollen eine deutliche apikale Expression in den proximalen Tubuli feststellte, diese 
aber als unspezifisch interpretierte. HULS et al. (2008) bestätigte die apikale Expression in 
humanem Gewebe, verwendete jedoch den Antikörper BXP-9. TYDÉN et al (2010) wies recht 
variable Färbemuster in equinem Nierengewebe nach, mit der Besonderheit, dass proximale 
Tubuli keine Färbung erkennen lassen. Die Lokalisation des BCRP in der Niere zeigt 
speziesübergreifend sehr deutliche Unterschiede, daher ist es schwierig, auf eine potentielle 
vektorielle Efflux-Aktivität des BCRP in diesem Gewebe zu schließen.  
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Funktionelle Daten aus Tierversuchen mit ABCG2-/- K.O.-Mäusen legen dennoch eine 
eliminatorische Funktion nahe. MIZUNO et al. (2004, 2007) konnte zeigen, dass, im Gegensatz 
zu ABCG2 Wildtyp Mäusen, die renale Elimination von sulfatkonjugiertem Benzothiazol 
(E3040) und glukuronidiertem Edaravone in ABCG2-/- K.O.-Mäusen schwächer ausgeprägt ist, 
was auf eine Beteiligung von BCRP an der renalen Elimination schließen lassen könnte. Auch 
an der renalen Elimination von anorganischem Quecksilber (Hg2+) könnte BCRP neben anderen 
Transportern eine wichtige Rolle spielen (BRIDGETS et al. 2015). Dennoch reichen die Daten 
aus der Literatur bisher für eine abschließende bzw. einheitliche Bewertung der Beteiligung des 
BCRP an der renalen Elimination nicht aus. 
 
5.2.4.5 Immunlokalisation des cBCRP in der Milchdrüse 
 
Die immunhistologische Darstellung des cBCRP in der laktierenden Milchdrüse führte zu 
unterschiedlichen Ergebnissen in Abhängigkeit der verwendeten Antikörpers. Da, wie erwähnt, 
alle Organpräparate mit dem Antikörper BXP-21 getestet wurden, wurde auch das laktierende 
Euter der Ziege zunächst mit diesem Antikörper untersucht. Im Ergebnis konnten hauptsächlich 
gefäßassoziierte Strukturen und einige kleinere und größere Milchgänge apikal gefärbt werden, 
wohingegen die Alveolarepithelien keine Immunreaktivität zeigten. Diese Ergebnisse stimmen 
mit Untersuchungen an humanem Brustgewebe überein (MALIEPAARD et al. 2001, 
FANEYTE et al. 2002). Bei der Verwendung des Antikörpers BXP-53 hingegen zeigte sich 
eine prominente apikale Anfärbung aller Alveolarepithelien, der meisten milchführenden 
Gänge, bei einer geringeren Färbung der Gefäße im Eutergewebe. Das Färbemuster entspricht 
ebenfalls dem, welches JONKER et al. (2005) in humanen, murinen und bovinen Mamma-
geweben nachweisen konnte. Auf diese Weise konnten mit diesen beiden Antikörpern BXP-21 
und BXP-53 beide in der Literatur beschriebenen immunhistologischen Färbungen in caprinem 
Mammagewebe reproduziert werden, was die Frage der Spezifität der Antikörper in diesem 
Gewebe aufwarf (s. 5.2.4.6).  
Tatsächlich sprechen jedoch eigene und andere unabhängige Untersuchungen für eine apikale 
Lokalisation des BCRP in den Alveolarepithelien, wie in dieser Arbeit mit dem Antikörper 
BXP-53 in caprinem Mammagewebe gezeigt wurde. Die funktionelle Aktivität des BCRP in 
Mammagewebe laktierender Mäuse wurde durch den Vergleich von Bcrp Knock-out Mäusen 
mit Wildtyp Mäusen bestätigt (JONKER et al. 2005, VAN HERWAARDEN et al. 2006).  
Wie bereits von JONKER et al. (2005) bei Menschen, Rindern und Mäusen demonstriert, so 
steigt auch die Proteinexpression des caprinen BCRP deutlich während der Laktation im 
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Vergleich zum nicht-laktierenden Ziegeneuter an (LINDNER et al. 2013), was ebenfalls für die 
zentrale Bedeutung dieses Transporters für die mammäre Elimination während der Laktation 
spricht.  
Durch pharmakokinetische Untersuchungen durch EL-SOOUD (2003) mit laktierenden Ziegen 
konnte zudem erstmalig in vivo gezeigt werden, dass die Koadministration von Albendazol und 
Enrofloxacin tatsächlich die Pharmakokinetik von Enrofloxacin veränderte und in einer 
signifikant verringerten Konzentration von Enrofloxacin in der Ziegenmilch resultierte, ohne 
den genauen Mechanismus dafür zu kennen. Mittlerweile sind beide Arzneimittel durch in vitro 
Versuche als BCRP-Substrate eingeordnet (PULIDO et al. 2006). Man fand, dass die in vivo 
Koadministration von Enrofloxacin und Albendazol in laktierenden Schafen ebenfalls zu einer 
verringerten Konzentration von Enrofloxacin in der Schafsmilch führt (PULIDO et al. 2006). 
In der vorliegenden Arbeit konnte zudem demonstriert werden, dass Enrofloxacin und 
Albendazol in vitro signifikante Interaktionen mit dem cBCRP-transfizierten MDCKII-Klon 
zeigen, was die Änderungen der Pharmakokinetik in vivo (EL-SOOUD 2003) bei laktierenden 
Ziegen erklären könnte. 
 
5.2.4.6 Spezifität der Immunhistologie im Eutergewebe  
 
Abweichende Ergebnisse hinsichtlich der Immunreaktivität, verglichen mit den Angaben in der 
Literatur, ergaben sich für die Antikörper BXP-21 und BXP-53 im Eutergewebe. Leider 
existiert bisher weder für BXP-21 noch für BXP-53 ein „blocking peptide“, um die Spezifität 
der Immunreaktion in diesem Gewebe weiter zu untersuchen, bzw. es existieren auch keine 
Knock-out Tiere, wie bei Mäusen. 
Dennoch wurde die Spezifität der Antikörper durch Bcrp Knock-out Mäuse für BXP-53 (LEE 
et al. 2005) bzw. durch „mRNA silencing“ in Karzinomzellen für BXP-21 (CHEN et al. 2011) 
gezeigt. In der vorliegenden Arbeit waren sowohl Positivkontrollen (humane Placenta, 
3.Trimenon) als auch Negativkontrollen (Weglassen des Primärantikörpers, Überspringen des 
antigen-retrieval) eingebunden. Es wurden etablierte und gebräuchliche Antikörper und 
Protokolle verwendet, und es konnten vergleichbare Ergebnisse aus der Literatur reproduziert 
werden. Daher ist es unwahrscheinlich, dass die Immunlokalisation des cBCRP im Euter 
unspezifisch ist. Zudem konnten keine unspezifischen Färbungen, etwa von Blutzellen oder 
kollagenen Strukturen, nachgewiesen werden.  
Durch weitere Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass mit dem 
Antikörper BXP-21 das BCRP in primären bovinen Euterepithelzellen nachweisbar war 
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(HALWACHS et al. 2013). Mittels immunzytologischer Untersuchungen konnte mit diesem 
Antikörper auch die deutliche apikale Lokalisation des cBCRP in den cBCRP-MDCKII Zellen 
gezeigt werden (WASSERMANN et al. 2013a). Hinsichtlich des Antikörpers BXP-53 konnte 
im Vorfeld BCRP durch Western Blot Analysen in allen genannten Geweben (s. 4.4.2) und im 
cBCRP-transfizierten MDCKII-Klon (s. 4.2.2) der Transporter reproduzierbar identifiziert 
werden. Auch der Nachweis der signifikant stärkeren Expression des BCRP während der 
Laktation im Vergleich zum nicht-laktierenden Euter gelang ebenfalls mit diesem Antikörper 
bei Rind, Schaf und Ziege (LINDNER et al. 2013).  
Die unterschiedliche Anfärbung ein und desselben Gewebes mit diesen beiden Antikörpern 
wurde in der Literatur bisher nicht diskutiert. Methodisch betrachtet sollte jedoch die Immuno-
Negativität des Alveolarepithels bei der Anwendung von BXP-21 in immunhistologischen 
Untersuchungen des Euters nicht als schlüssig angesehen werden. Bei anderen Arbeitsgruppen 
sind ähnliche Phänomene aufgetreten: GAREWAL et al. (2003) konnte zeigen, dass drei 
unterschiedliche kommerzielle COX-2 (Cyclooxygenase-2) Antikörper immunhistologisch zu 
unterschiedlichen Färbemustern in humanem Darmgewebe führten und folgerte, dass die Wahl 
des Antikörpers entscheidend sei, wenn man die Immunlokalisation eines Proteins zwischen 
verschiedenen Forschungsgruppen vergleichen will. Zwar zeigen sich hier die Grenzen der 
immunhistologischen Methode, dennoch bleibt sie ein sehr wertvolles Werkzeug zur 
subzellulären Lokalisation von Proteinen und trägt, zusammen mit funktionellen Daten, zum 
Verständnis der Physiologie von Transportproteinen maßgeblich bei. 
 
5.3 Höchst H33342-Assay und potentielle Substrate/Inhibitoren des cBCRP 
 
Zur funktionellen Charakterisierung wurde der etablierte Höchst H33342-Assay angewendet 
(SCHARENBERG et al. 2002, KIM et al. 2002). Für diese Zwecke wurden MDCKII-Zellen 
herangezogen. Diese immortalisierte, canine Epithelzelllinie eignet sich für Transfektionen, 
zeigt eine geringe endogene Expression von Transportproteinen und eine geringe metabolische 
Aktivität (BRAUN et al. 2000, HEGEDUS et al. 2009). MDCKII-Zellen gehören zu denen am 
besten charakterisierten Zelllinien und werden für standardisierbare Transportversuche mit 
ABC-Transportern empfohlen (BRAUN et al. 2000, HEGEDUS et al. 2009, FDA Draft 
Guidance for Industry 2006). Aufgrund des epithelialen Ursprungs polarisieren MDCKII-
Zellen in der Zellkultur, wodurch grundsätzlich auch transepitheliale (transwell®) Flux-Studien 
möglich sind. Entscheidend für die Auswahl dieser Zellen in der vorliegenden Arbeit war auch, 
dass in den verwendeten MDCKII-Wildtyp Zellen keine BCRP Proteinexpression nachweisbar 
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war (s. 4.2.2), was auch in anderen unabhängigen Studien gezeigt wurde (STORCH et al. 2007, 
POLLER et al. 2011).  
Da diese Zellen jedoch andere intrinsische Transporter exprimieren könnten, ist in 
Zellversuchen die Kontrolle der erhobenen Daten durch eine sogenannte Mock-Transfektion 
(Transfektion ohne nachweisbare Expression des Zielproteins) unabdingbar (HEGEDUS et al. 
2009). Um zudem eventuelle Einflüsse der Transfektion auf die Zellen zu erkennen, wurde für 
die Kontroll-Zelllinie (Mock) keine Transfektion mit einem Leervektor (Vektor ohne cBCRP-
Insert, daher um 2200 bp kürzer) vorgenommen, sondern die Transfektion mit einem Plasmid 
gleicher Länge, in der das cBCRP jedoch eine 3´-5´-Orientierung hat. Dieser „invertierte“ 
cBCRP-Vektor hat die gleiche Anzahl an Basenpaaren. Für die Zellversuche standen nun also 
die cBCRP-transfizierte MDCKII-Zelllinie und die MDCKII-Mock-Zelllinie zur Verfügung. 
Es konnte gezeigt werden, dass der MDCKII-Wildtyp und die Mock-Zelllinie kein BCRP 
Protein exprimieren (s. 4.2.2), womit zusätzlich die Eignung der Mock-Zellen als Kontrolle für 
die anschließenden Proteinanalysen und die funktionelle Charakterisierung überprüft wurde. 
 
Für die Untersuchung der Interaktion von Xenobiotika mit dem cBCRP im Höchst-Assay 
wurden Tierarzneimittel ausgewählt, die bei milchliefernden Ziegen zur Anwendung kommen. 
Getestet wurden Konzentrationen ausgehend von der therapeutischen Cmax. Des Weiteren 
wurden zwei Futtermittelinhaltsstoffe ausgewählt, Quercetin und Equol, sowie der 
hochspezifische Inhibitor Ko143, ein synthetisches Analogon des Pilztoxins Fumitremorgin C 
(ALLEN et al. 2002). Die relative Inhibition des BCRP-vermittelten Höchst-Effluxes 
gegenüber der Kontrolle wurde im Vorfeld mittels des spezifischen Inhibitors Ko143 validiert. 
Als Model-Substanz wurde anschließend das Antibiotikum Enrofloxacin, ein bekanntes 
Substrat des BCRP (ALVAREZ et al. 2008, PULIDO et al. 2006), eingesetzt und führte zu 
einer signifikanten und konzentrationsabhängigen Inhibition des Höchst-Efflux. Damit konnte 
zugleich Enrofloxacin als erstes potentielles Substrat bestimmt werden.  
Erwähnt werden soll, dass in der vorliegenden Arbeit nur Wirkstoffe getestet wurden, was den 
Einfluss von pharmazeutischen Hilfsstoffen in Arzneimitteln nicht berücksichtigt. Tatsächlich 
konnten YAMAGATA et al. (2007) teils deutliche Einflüsse von Hilfsstoffen auf den BCRP-
Transport in vitro nachweisen, was bei der Interpretation bzw. beim Vergleich von in vitro zu 
in vivo Untersuchungen zu beachten ist. 
Mit dem angewendeten Höchst-Assay kann nicht zwischen Substrat, Inhibitor oder Modulator 
unterschieden werden, da sowohl Substrate, als kompetitive Agonisten, als auch Inhibitoren 
den zellulären Höchst-Efflux reduzieren (HEGEDUS et al. 2009). Die Versuche zeigen die 
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Interaktion der Substanzen mit dem cBCRP und die relative Inhibition des Effluxes in Bezug 
auf den hochspezifischen BCRP-Inhibitor Ko143 und im Vergleich zur Mock-Zelllinie. 
 
Substanzen ohne Einfluss auf den Höchst-Assay 
Substanzen, die in allen getesteten Konzentrationen keinen signifikanten Einfluss auf dieses 
Test-System hatten, waren Ceftiofur, Tilmicosin, Tylosin, Sulfethoxypyridazin, Ampicillin und 
Lincomycin. Keine der letztgenannten Substanzen wurde bisher auf Interaktionen mit BCRP 
getestet, daher fehlen Vergleichsuntersuchungen für eine Bewertung der Ergebnisse. Lediglich 
für Benzylpenicillin gibt es Hinweise für einen Transport in vivo durch das humane BCRP (LI 
et al. 2016). 
 
Fluorochinolone 
Enrofloxacin scheint ein Substrat des cBCRP zu sein. Interessanterweise führte das 
Antibiotikum Marbofloxacin in keiner getesteten Konzentration zu einer Veränderung des 
Höchst-Effuxes gegenüber der Kontrolle, obwohl beide Antibiotika der gleichen 
Wirkstoffgruppe der Fluoroquinolone zugeordnet werden. Marbofloxacin ist weniger lipophil 
als Enrofloxacin (PAPICH und RIVIERE 2009), wodurch die Bindung des Marbofloxacin an 
das cBCRP und damit der Efflux verringert sein könnte. An diesem Beispiel wird klar, dass es 
selbst innerhalb von Wirkstoffgruppen große Unterschiede in der Affinität der Substanz zum 
cBCRP geben kann. Dass Enrofloxacin ein Substrat des cBCRP ist, wurde mittlerweile mittels 
transepithelialer Flux-Studien untermauert (WASSERMANN et al. 2013a).  
 
Benzimidazole und Makrozyklische Laktone 
Von den getesteten Anthelmintika zeigten Albendazol, Eprinomectin und Moxidectin eine 
signifikante relative Inhibition des Höchst-Effluxes. Für Eprinomectin liegen keine Daten aus 
der Literatur vor, die Substanz sollte aber als potentielles Substrat für das cBCRP angesehen 
werden. Oxfendazol inhibierte nur in der niedrigsten (cmax) und höchsten (50x cmax), nicht 
jedoch in der mittleren (10 x cmax) Konzentration das Test-System, was eine Interpretation 
erschwert. Oxfendazol zeigte jedoch in in vitro Studien deutliche Interaktionen mit dem 
murinen BCRP, nicht aber mit humanem BCRP (MERINO et al. 2005b), so dass hier 
anscheinend nicht nur tierartliche, sondern auch konzentrationsabhängige Unterschiede 
vorliegen. Dahingehend sind weitere Studien mit dem cBCRP nötig. Für Moxidectin liegen in 
vivo Daten an Milchrindern und Büffeln vor, die zeigen, dass diese Substanz eine hohe 
Milch/Plasma-Relation bei diesen Tierarten aufweist (ALVAREZ et al. 2006, DUPUY et al. 
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2008). Mit der Identifikation von Moxidectin als potentielles Substrat für das caprine BCRP 
könnten solche hohen Milch/Plasma-Relationen mit einem aktiven Transport erklärt werden.  
Albendazol zeigte eine signifikante Interaktion mit dem caprinen BCRP. Tatsächlich führte die 
in vivo Koadministration von Albendazol und Enrofloxacin zu einer signifikant verringerten 
Konzentration an Enrofloxacin in der Milch von Ziegen (EL-SOOUD 2003). In dieser 
pharmakokinetischen Untersuchung wurde die Konzentration von Enrofloxacin in der Milch 
indirekt über einen mikrobiologischen Agar-Diffusions-Test und nicht etwa durch HPLC 
Analysen bestimmt. Zwar ist die indirekte Bestimmung von Enrofloxacin in einem 
pharmakokinetischen Versuchsaufbau ungenauer als z.B. durch HPLC-Analysen. Dadurch 
konnte aber andererseits die verminderte antibakterielle Wirkung des Enrofloxacin gezeigt 
werden. Der Effekt wurde dabei u.a. durch eine verringerte Halbwertszeit in laktierenden 
Ziegen und durch Induktion des hepatischen Metabolismus durch Albendazol erklärt. Da in der 
vorliegenden Arbeit beide genannten Tierarzneimittel in vitro signifikante Interaktionen mit 
dem caprinen BCRP zeigten, könnten solche Wechselwirkungen in vivo mit aktiven 
Transportprozessen durch das cBCRP erklärt werden. Da eine potentielle kompetitive 
Verdrängung des Enrofloxacin durch Albendazol am BCRP der Milchepithelzellen stattfinden 
könnte, würden nur subtherapeutische Konzentrationen des Antibiotikums in die Milch 




Im Weiteren ergaben sich Interaktionen mit Cephalosporinen: allen voran zeigte Cefalexin 
signifikante Interaktionen mit dem cBCRP in einer deutlichen relativen Inhibition des Höchst-
Efflux. Wie bei den Fluorochinolonen wird deutlich, dass verschiedene Wirkstoffe aus einer 
Wirkstoffgruppe zu unterschiedlichen Ergebnissen führten, da das Cephalosporin Cefalexin als 
potentielles Substrat angesehen werden kann, jedoch Ceftiofur keine Interaktion zeigte, und 
Cefazolin zwar signifikant, aber nur in einem sehr geringen Ausmaß und nur in hohen 
Konzentrationen (50 x cmax) das cBCRP inhibierte. Für Cefalexin als potentielles BCRP-
Substrat liegen bisher keine Daten aus der Literatur vor, daher bleibt in weiteren 
Untersuchungen abzuwarten, ob sich noch andere Cephalosporine als BCRP-Substrat bzw. 








Die getesteten Penicilline Ampicillin und Cloxacillin zeigten keine bzw. nur eine sehr geringe 
Hemmung des Höchst H33342-Effluxes, weshalb sie wahrscheinlich keine Substrate darstellen. 
Amoxicillin musste aus der Auswertung genommen werden, da in allen getesteten 
Konzentrationen toxische Effekte auf die Zellen im WST-1 Test nachweisbar waren, obwohl 
die Toxizität der Aminopenicilline auch in vivo äußerst gering ist (Prescott 1988). Auch hier 
fehlen bisher Daten aus der Literatur für eine vergleichende Analyse. 
 
Tetrazykline 
Für die getesteten Tetrazykline liegen zum Zeitpunkt dieser Arbeit keine Daten vor, die 
vermuten lassen, dass sie BCRP-Substrate sind. Tatsächlich zeigte sich für Tetrazyklin kein 
Unterschied zur Kontrolle auf den Höchst-Efflux. Chlortetrazyklin inhibierte hingegen den 
Efflux signifikant und konzentrationsabhängig. Weitere Studien sind notwendig, um zu klären, 




Die Flavonoide Quercetin und Equol, die in Futtermitteln vorkommen, inhibierten deutlich den 
Höchst-Efflux relativ zur Kontrolle. Flavonoide zeigten bereits in früheren Untersuchungen 
Interaktionen mit BCRP, jedoch gibt es widersprüchliche Angaben, ob sie Inhibitoren bzw. 
Modulatoren (ALVAREZ et al. 2010) des BCRP, oder wie am murinen BCRP gezeigt, 
Substrate sind (AN et al. 2011). In weiterführenden transepithelialen Flux-Studien konnte 
gezeigt werden, dass Enrofloxacin in vitro ein Substrat für das cBCRP darstellt und der 
transepitheliale Transport durch die Zugabe von Equol signifikant reduziert wurde 
(WASSERMANN et al. 2013a), so dass dieses Flavonoid anscheinend einen Inhibitor des 
cBCRP darstellt. Die klinische Relevanz ist dadurch bedingt, dass durch eine gewisse 
Vorbelastung mit diesen Futtermittelinhaltstoffen die Pharmakokinetik von Arzneimitteln 
verändert werden könnte (BIRCSAC und ALEKSUNES 2015). So könnten bereits durch die 
Applikation nur eines BCRP-Substrates Interaktionen mit Flavonoiden am Transporter 
entstehen. In vivo Interaktionen von BCRP-Substraten, wie Enrofloxacin, mit dem Flavonoid 
Genistein wurden bereits beschrieben und resultieren in einer verminderten Konzentration des 
Antibiotikums in der Milch von Schafen (PULIDO et al. 2006; ALVAREZ et al. 2010).  
 
 




Die Antiphlogistika Flunixin und Natrium-Salicylat inhibierten den Höchst-Efflux signifikant, 
Flunixin sogar in linearer Dosisabhängigkeit. Für diese Stoffgruppe liegen nur wenige 
vergleichbare Daten aus der Literatur vor. LAGAS et al. (2009) beschreibt den effizienten 
Transport von Diclofenac in vitro durch das murine Bcrp1 und einen moderaten Effekt durch 
das humane BCRP. Zum anderen wurde gezeigt, dass T-Zellen mit einer Resistenz gegenüber 
Sulfasalazin BCRP exprimieren, BCRP scheint also auch bei der Therapie rheumatischer 
Erkrankungen eine zunehmende Rolle zu spielen (VAN DER HEIJDEN et al. 2004). 
Da die hier gezeigten Ergebnisse sehr deutlich auf eine Interaktion des cBCRP-vermittelten 
Höchst-Efflux hinweisen, stellen diese beiden Wirkstoffe möglicherweise potentielle Substrate 
oder Inhibitoren des cBCRP dar. Mittlerweile wurde aufgezeigt, dass Natrium-Salicylat in vitro 
einen Inhibitor des cBCRP darstellt (WASSERMANN et al. 2013a). 
Bei den Arzneimitteln Chlortetrazyklin, Flunixin und dem Flavonoid Quercetin konnten 
konzentrationsabhängige Effekte beobachtet werden (s. Abb. 33). Die Effekte traten in vitro in 
einem Dosisbereich ab der maximalen Plasmakonzentration (Cmax) auf, höhere Konzentrationen 
wie 10 x Cmax und 50 x Cmax würden in vivo jedoch zur Toxizität führen und sind für die 
Pharmakotherapie eher uninteressant. Es konnte aber gezeigt werden, dass die Zunahme der 
Höchst H33342 Akkumulation in Anwesenheit von Enrofloxacin bereits in den 
Konzentrationen 0,1 x Cmax, Cmax und 10 x Cmax dosisabhängig verläuft (WASSERMANN et 
al. 2013b). Dosis-Wirkung-Analysen waren jedoch nicht Ziel der Arbeit. 
 
Zusammenfassend konnten mit dem vorgestellten Zell-Assay Substanzen gefunden werden, die 
bereits bei maximalen therapeutischen Plasmakonzentrationen signifikante Interaktionen mit 
dem caprinem BCRP zeigten und daher sehr wahrscheinlich Substrate bzw. Inhibitoren des 
cBCRP darstellen: Albendazol, Moxidectin, Eprinomectin, Flunixin, Natrium-Salicylat, 
Cefalexin, Enrofloxacin, Equol und Quercetin. Da diese Interaktionen bereits in den 
Konzentrationen des maximalen Plasmaspiegels der jeweiligen Substanz aufgetreten sind, 
verdeutlicht, dass diese Interaktionen auch in vivo auftreten könnten. Enrofloxacin wurde in 
Flux-Studien mittlerweile als Substrat, Equol und Natrium-Salicylat wurden als Inhibitor des 
cBCRP bestätigt (WASSERMANN et al. 2013a). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass das 
cBCRP bei der Elimination von Xenobiotika insbesondere in die Milch von Ziegen vermutlich 
eine große Rolle spielt. Dies sollte bei der Pharmakotherapie bedacht werden, und es sollte auf 
Koadministrationen der gefundenen potentiellen Substrate bzw. Inhibitoren verzichtet werden, 
um unerwünschte Änderungen der Pharmakokinetik bzw. Rückstandskinetik zu vermeiden. 
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EINLEITUNG  
Zahlreiche Untersuchungen in den letzten Jahren zeigen, dass der Übergang von Xenobiotika 
in die Milch in unterschiedlichem Ausmaß von Transportproteinen beeinflusst wird. Unter-
suchungen in vivo und in vitro konnten zeigen, dass der Effluxtransporter BCRP in Epithelien 
pharmakokinetisch relevanter Organe eine entscheidende Rolle bei der Elimination von 
Xenobiotika spielt, insbesondere in der Milchdrüse. 
 
ZIELE DER UNTERSUCHUNGEN  
Ziel dieser Arbeit war daher, erstmalig das caprine BCRP (cBCRP) aus dem 
Milchdrüsengewebe Deutscher Weißer Edelziegen zu klonieren und dieses Transportprotein in 
einer Zelllinie zu exprimieren. Die molekularbiologische und funktionelle Charakterisierung 
des cBCRP soll dazu beitragen, Substrate bzw. Inhibitoren des cBCRP zu identifizieren und 
mögliche Einflüsse auf deren Pharmakokinetik besser einschätzen zu können. In einem 
Zellmodell sollen gebräuchliche Tierarzneimittel und Futtermittelinhaltsstoffe auf 
Interaktionen mit dem cBCRP untersucht werden. Ebenso soll die subzelluläre Lokalisation des 
Transporters in der Milchdrüse, Leber, Darm, Niere und Lunge dargestellt werden, um einen 
systematischen Überblick über die Expression des cBCRP zu erhalten. 
 
MATERIALIEN UND METHODEN 
Die cBCRP Expression in Gewebeproben (n = 3) aus Milchdrüse, Darm, Lunge, Leber und 
Niere laktierender Ziegen wurden mittels PCR, Western Blot Analysen und Immunhistochemie 
untersucht. Die Proteinexpression des cBCRP in laktierenden und nicht-laktierenden 
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Ziegeneutern wurde durch Western Blot Analysen auch densitometrisch quantifiziert. Aus 
Milchdrüsengewebe laktierender Ziegen (n = 3) wurde mRNA isoliert und mittels RT-PCR in 
cDNA umgeschrieben. Der durch RACE-PCR generierte cBCRP-cDNA full lenght clone 
wurde in den Expressionsvektor pIRESneo3 kloniert und das Plasmid in MDCKII-Zellen stabil 
transfiziert. Der Nachweis der cBCRP Expression erfolgte durch PCR und Western Blot 
Analysen. Die funktionelle Aktivität des cBCRP wurde im Höchst H33342-Zell-Assay 
untersucht: die Zunahme der intrazellulären Akkumulation des Farbstoffes Höchst H33342, 
einem BCRP Substrat, ist ein indirekter Hinweis für Interaktionen mit diesem Transporter. 
Untersucht wurden in diesem Zellmodell die Interaktionen von 19 Tierarzneimitteln und zwei 
in Futtermittel vorkommenden Flavonoiden. 
 
ERGEBNISSE  
Immunhistochemische Untersuchungen zeigten eine apikale Expression des cBCRP im 
Milchdrüsenepithel, in den apikalen Epithelien des Dünn- und Dickdarmes, der Hepatozyten 
und Gallengänge, sowie im Bronchialepithel. Western Blot Untersuchungen des caprinen 
Eutergewebes zeigten eine deutliche Expression des cBCRP, in laktierendem Eutergewebe 
stieg die Proteinexpression im Vergleich zu nicht-laktierendem Gewebe um das 21,44-fache. 
Funktionelle Untersuchungen mit stabil transfizierten cBCRP/MDCKII Zellen konnten 
etablierte Substrate des BCRP, z.B. Enrofloxacin, für das cBCRP bestätigen und es konnten 
neue potentielle Substrate für das caprine BCRP gefunden werden: Albendazol, Moxidectin, 
Eprinomectin, Flunixin, Natrium-Salicylat, Cefalexin, Equol und Quercetin sind potentielle 
Substrate bzw. Inhibitoren des cBCRP.  
 
SCHLUSSFOLGERUNGEN 
DNA- und Proteinnachweis des cBCRP in der Milchdrüse der Ziege, der deutliche Anstieg der 
Expression während der Laktation und die apikale Lokalisation im Euterepithel weisen auf eine 
zentrale Bedeutung des cBCRP für die mammäre Elimination hin. Die mRNA- und 
Proteinexpression in Leber, Darm, Niere und Lunge legt zudem nahe, dass der Einfluss des 
cBCRP nicht auf das Eutergewebe beschränkt ist und dass der Transporter eine zytoprotektive 
und eliminatorische Funktion hat. Mit diesen Ergebnissen sind erste Aussagen darüber möglich, 
dass diese Transportvorgänge die Distribution, Elimination und Halbwertszeit bestimmter 
Tierarzneimittel bei laktierenden Ziegen verändern könnten. Die Koadministration zweier 
cBCRP Substrate oder alimentäre Flavonoide könnten zu Wechselwirkungen führen und die 
Rückstandskinetik und Wartezeiten für Ziegenmilch verändern.  
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INTRODUCTION 
Numerous studies in recent years have demonstrated that the carry-over of xenobiotics into milk 
is to some extent influenced by transport proteins. Both, in vivo and in vitro studies have shown 
that the efflux transporter BCRP plays a vital role in the elimination of xenobiotics in epithelia 
of pharmacokinetic relevant tissues, especially in the mammary gland. 
 
OBJECTIVES OF THE STUDIES 
Therefore, the objective of this study was to clone the caprine BCRP (cBCRP) from the 
mammary gland tissue of goats (Deutsche Weiße Edelziege) and to express this transport 
protein in a cell line for the first time. The molecular and functional characterization of cBCRP 
should help to identify substrates or inhibitors of cBCRP and to assess possible alterations on 
pharmacokinetics of the drugs. Commonly used veterinary drugs and feed ingredients are to be 
tested for interactions with the cBCRP in a cell model. Furthermore, the subcellular localization 
of the transporter in the mammary gland and in pharmacokinetic relevant organs such as liver, 
intestine, kidney and lung, should be displayed in order to obtain a systematic overview of the 
expression of cBCRP. 
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MATERIALS AND METHODS 
Tissue samples (n = 3) from mammary gland, intestine, lung, liver and kidney of lactating goats 
were examined for cBCRP expression by PCR, Western blot analyses and 
immunohistochemistry. The protein expression of cBCRP in lactating and non-lactating udders 
was densitometrically quantified by Western blot analyses. Also, total mRNA was isolated from 
mammary tissue (n = 3) and rewritten by RT-PCR into cDNA. Using RACE-PCR techniques, 
the generated full length cBCRP cDNA was cloned into the expression vector pIRESneo3. The 
plasmid was then stably transfected into MDCKII cells and cBCRP expression was examined 
by PCR and Western blot analyses. The functional activity of cBCRP was investigated using 
Höchst H33342 cell assay: the increase of the intracellular accumulation of the dye Höchst 
H33342, a BCRP substrate, is an indirect indication of interactions with this transporter. Two 
flavonoids occurring in animal feed and 19 veterinary drugs were tested for cBCRP interactions.  
 
RESULTS 
Immunohistochemical studies showed apical expression of cBCRP in epithelial cells of the 
mammary gland, small and large intestines, the bile ducts and the hepatocytes, as well as in the 
bronchial epithelium. Western Blot studies of the caprine udder tissue showed significant 
protein expression of cBCRP. In the lactating udder protein expression increased 21.44-fold 
compared with non-lactating animals. Functional studies with stably transfected cBCRP/ 
MDCKII cells were able to confirm established substrates for BCRP in the goat, e.g. 
Enrofloxacin, and we found new potential substrates for caprine BCRP: albendazole, 
moxidectin, eprinomectin, flunixin, sodium salicylate, cephalexin, equol and quercetin are all 
potential substrates or inhibitors of cBCRP. 
 
CONCLUSIONS 
The mRNA and protein detection of cBCRP in the mammary gland of goats, the significant 
increase in expression during lactation and the apical localization in mammary epithelium 
indicate the central role of cBCRP for mammary elimination. The mRNA and protein 
expression in the liver, intestine, kidney and lung also suggests that the influence of cBCRP is 
not limited to the udder tissue and that the transporter has a cytoprotective and eliminatory 
function. With these results we contribute to the understanding of possible alterations in the 
distribution or elimination half-life of certain medicinal substances in lactating goats. 
Coadministration of two cBCRP substrates or alimentary flavonoids could lead to interactions 
and change the residue kinetics and withdrawal period of goat’s milk. 
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